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Insulin-zavisni dijabetes (IDDM, engl. Insulin-Dependant Diabetes Mellitus) se 
definiše kao stanje hronične hiperglikemije, odnosno povišne koncentracije glukoze u 
krvi uzrokovane poremećajem sekrecije hormona insulina. Hiperglikemija doprinosi 
disfunkciji endotela krvnih sudova, što dovodi do vaskularnih komplikacija i tkivne 
hipoksije. Uzimajući u obzir da poremećen balans kiseonika u plazmi ima važnu ulogu u 
patogenezi DM, primena terapije kiseonikom pod hiperbaričnim uslovima (HBK) je 
preporučena kako bi se usporio razvoj vaskularnih komplikacija. Terapija HBK ostvaruje 
antiaterogene, antioksidativne i kardioprotektivne efekte utičući na promenu nivoa i 
sastava masnih kiselina (MK), kao i prenos signala kroz membrane, narušen 
hiperglikemijom i hipoksijom. Pokazano je da HBK utiče na signalne molekule preko 
kojih insulin ostvaruje dejstvo, kao što su: supstrat receptora za insulin 1 (IRS-1, engl. 
Insulin Receptor Substrate), fosfatidilinozitol 3 kinaza (PI3K, engl. Phosphatidylinositide 3 
Kinase), protein kinaza B (Akt, engl. Protein Kinase B), kinaze regulisane vanćelijskim 
signalima 1 i 2 (ERK1/2, engl. Extracellular Signal-Regulated Protein Kinases 1 and 2), 
nuklearni faktor kappa B (NFκB) i inducibilna azot-monoksid-sintaza (iNOS, engl. 
Inducible Nitric Oxide Synthase), i tako ostvaruje antiinflamatorne efekte kod pacijenata 
sa DM. 
U ovoj doktorskoj disertaciji učestvovalo je 28 pacijenata kojima je postavljena 
dijagnoza IDDM sa vaskularnim komplikacijama. Terapija HBK je podrazumevala 
izlaganje ispitanika 100% kiseoniku pod pritiskom do 2,4 apsolutnih atmosfera (ATA) u 
hiperbaričnoj komori u trajanju od jednog sata dnevno, tokom 10 tretmana. Pre početka i 
nakon tretmana HBK sakupljeni su uzorci krvi ispitanika, iz kojih su izolovani plazma, 
serum, i limfociti. Iz uzoraka krvi pacijenata mereni su nivo HbA1c, glikemija, 
koncentracija insulina, lipida, fosfolipida, slobodnih MK (SMK), C-reaktivnog proteina 
(CRP), azot-monoksida (NO, engl. Nitric Oxide), homocisteina (Hcy), kao i aktivnost 
arginaze. Primenom metode gasne hromatografije meren je udeo pojedinačnih MK u 
plazmi. Western blot metodom određivan je nivo iNOS, fosforilisanog NFκB-p65, 
 
 
ukupnog NFκB-p65, fosforilisanog IRS-1, ukupnog IRS-1, p85 i p110 subjedinica PI3K, 
fosforilisane Akt, ukupne Akt, fosforilisane ERK1/2 i ukupne ERK1/2 u limfocitima, 
kao i IGFBP-1 u serumu. Dobijeni rezultati su analizirani korišćenjem Studentovog t-
testa, kao i Spermanovog i Pirsonovog testa. 
Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji pokazuju da terapija HBK 
snižava koncentraciju glukoze, insulina, lipida, CRP i NO, i povećava aktivnosti 
arginaze u krvi pacijenata sa IDDM. Terapija HBK smanjuje nivo proinflamatornih MK, 
kao što su stearinska, α-linoleinska i linolna kiselina, i povećava nivo antiinflamatornih 
MK, kao što su palmitoleinska, dokozaheksaenoinska, dokozapentaenoinska kiseline, ali 
i nivo palmitinske kiseline u plazmi. Takođe, terapija HBK smanjuje ekspresiju i 
aktivnost iNOS, kao i ekspresiju NFκB-p65, dok se fosforilacija NFκB-p65 na Ser536 
povećava u limfocitima pacijenata sa IDDM. Pod uticajem terapije HBK dolazi i do 
smanjenja ekspresije i fosforilacije IRS-1 na Ser307, ekspresije Akt i fosforilacije Akt na 
Ser473, ekspresije ERK1/2 i fosforilacije ERK1/2 na Thr202/Tyr204, a povećanja ekspresije 
subjedinica p85 i p110 PI3K i fosforilacije Akt na Thr308 u limfocitima. Osim toga HBK 
dovodi do povećanja ekspresije IGFBP-1 u serumu pacijenata sa IDDM.  
Na osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti da terapija HBK ostvaruje 
antiinflamatorne i antiaterogene efekte mehanizmom koji uključuje promene u sastavu 
MK plazme i smanjenje ekspresije i aktivnosti iNOS u limfocitima pacijenata sa IDDM, 
i to mehanizmom koji uključuje smanjenje aktivacije ERK, delimičnu aktivaciju Akt i 
posledično smanjenje aktivacije NFκB-p65 u limfocitima pacijenata sa IDDM. 
Istraživanja obuhvaćena ovom doktorskom disertacijom doprinose boljem sagledavanju 
molekulskih mehanizama kojima terapija HBK utiče na promenu nivoa i sastava MK 
plazme, kao regulaciju ekspresije i aktivnosti  iNOS u limfocitima pacijenata sa IDDM. 
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Insulin-dependent diabetes mellitus (IDDM) is defined as a condition of a chronic 
hyperglycemia, i.e. elevated blood glucose level caused by impaired secretion of the 
hormone insulin. Hyperglycemia contributes to endothelial dysfunction, leading to 
vascular complications and tissue hypoxia. Given that impaired oxygen balance in 
plasma plays an important role in the pathogenesis of DM, administration of hyperbaric 
oxygen (HBO) therapy has been recommended to slow the development of vascular 
complications. HBO therapy exerts anti-atherogenic, antioxidant, and cardioprotective 
effects by altering the level and composition of plasma fatty acids (FA), thereby 
promoting signal transduction through the membrane, which is impaired by 
hyperglycemia and hypoxia. Also, the literature indicates that HBO affects molecules 
involved in the mechanism of insulin action, such as insulin receptor substrate (IRS-1), 
phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K), protein kinase B (Akt), as well as deactivation of 
extracellular signal-regulated kinases 1 and 2 (ERK1/2), nuclear factor kappa B (NFκB), 
and inducible nitric oxide synthase (iNOS), thus exerts anti-inflammatory effects in 
patients with DM. 
This doctoral dissertation involved 28 patients with diagnosed IDDM and vascular 
complications. HBO treatment implies therapeutic inhalation of 100% oxygen under 
elevated pressure up to 2.4 absolute atmospheres in a hyperbaric chamber for one hour 
per day, during 10 treatments. Blood samples were collected from IDDM patients, and 
separated into plasma, serum and lymphocytes before starting therapy and after 10th 
HBO treatment. Blood samples from IDDM patients were used for the measurement of 
HbA1c and glycemic levels, the concentration of insulin, lipids, phospholipid, free FA 
(FFA), C-reactive protein (CRP), nitric oxide (NO), homocysteine (Hcy), as well as for 
arginase activity. Gas chromatography method was used for measurement of the content 
of individual FA in plasma. Western blot method was used for measurement of 
expression of iNOS, phosphorylated NFκB-p65, total NFκB-p65, phosphorylated IRS-1, 
 
 
total IRS-1, p85 and p110 subunits of PI3K, phosphorylated Akt, total Akt, 
phosphorylated ERK1/2 and total ERK1/2 in lymphocytes, and level of IGFBP-1 in the 
serum. The results were analyzed using Student's t-test, Spearman's and Pearson's test. 
The results presented in this doctoral dissertation show that HBO therapy decreases 
concentration of glucose, insulin, lipids, CRP, and NO, and increases arginase activity in 
the blood of IDDM patients. HBO therapy lowers plasma levels of proinflammatory FA, 
such as stearic, linoleic acid and α-linolenic, and increases levels of anti-inflammatory 
FA, such as palmitoleic acid, docosahexaenoic acid, docosapentaenoic acid, and palmitic 
acid. HBO therapy also reduces the expression and activity of iNOS proteins in 
lymphocytes, as well as the expression of NFκB-p65 and increase phosphorylation of 
NFκB-p65 at Ser536 in IDDM patient’s lymphocytes. Furthermore, HBO therapy 
influenced the reduction of the expression and phosphorylation of IRS-1 on Ser307, 
decrease expression of Akt and phosphorylation of Akt on Ser473, expression of ERK1/2 
and phosphorylation of ERK1/2 on Thr202/Tyr204, and increase expression of subunits 
p85 and p110 PI3K, phosphorylation of Akt on Thr308 in lymphocytes. HBO therapy, 
also, increased the level of IGFBP-1 in the serum. 
Based on the findings of this doctoral dissertation, it can be concluded that HBO 
therapy exerts anti-inflammatory and anti-atherogenic effects by a mechanism involving 
changes in plasma FA level and composition, as well as reduction of the expression and 
activity of iNOS in lymphocytes of IDDM patients, by mechanisms involving decreased 
ERK activation and partial activation of Akt leading to decreased activation of NFκB-
p65 in lymphocytes of IDDM patients. The research findings included in this doctoral 
dissertation contributed to the better understanding of the molecular mechanisms by 
which HBO therapy influences changes in the level and composition of FA in plasma, as 
well as a regulation of iNOS expression and activity in lymphocytes of IDDM patients. 
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1.1. Šećerna bolest (DM) 
 
1.1.1. Definicija, podela i epidemiologija DM 
 
Šećerna bolest (DM, lat. Diabetes mellitus) jedno je od najčešćih hroničnih 
endokrinoloških oboljenja, koje predstavlja globalni zdravstveni problem 21. veka. Definiše 
se kao stanje hronično visoke koncentracije glukoze u krvi (hiperglikemija) uzrokovano 
poremećajem sekrecije hormona insulina ili smanjenim biološkim delovanjem insulina, što 
dovodi do poremećaja u metabolizmu ugljenih hidrata, masti i proteina (Punthakee i sar., 
2018). Hiperglikemija, takođe, uzrokuje disfunkciju endotela krvnih sudova, koja dovodi do 
hronične angiopatije u vidu mikrovaskularnih i makrovaskularnih komplikacija, i posledične 
hipoksije tkiva (Rahman i sar., 2007).  
Ranija klasifikacija DM iz 1979. godine, kojom su razdvojeni tipovi DM prema 
kliničkim karakteristikama i vrsti terapije, obuhvata dve osnovne kategorije: insulin-zavisni 
DM (IDDM, engl. Insulin-Dependant Diabetes Mellitus) i insulin-nezavisni oblik DM 
(NIDDM) (National Diabetes Data Group, 1979). Danas se češće koristi etiopatogenetska 
klasifikacija DM iz 1995. godine, koja obuhvata najmanje četiri osnovne kategorije: DM tip 1 
(DMT1), DM tip 2 (DMT2), drugi specifični oblici DM i gestacijski DM (Gavin, 1998). 
DMT1 nastaje usled destrukcije β-ćelija, posredovane imunskim procesom, što vodi 
potpunom nedostatku sekrecije insulina, dok DMT2 nastaje kao posledica smanjene sekrecije 
insulina koji je udružen sa rezistencijom na insulin (IR). U patogenezi DMT1 i DMT2 mogu 
učestvovati isti patofiziolološki procesi, među kojima su apoptoza β-ćelija posredovana 
imunskim odgovorom, faktorima sredine, poligenetskim nasleđivanjem, gojaznošću i IR 
(Merger i sar., 2016). Međutim, u kliničkim uslovima se i dalje koriste termini IDDM i 
NIDDM, uzimajući u obzir da DMT2 u svom prirodnom toku često zahteva bazalnu ili 
intenzivnu primenu insulina. Prilog tome je i izostanak etiopatogenetske klasifikacije u 
novijim izdanjima Međunarnodne klasifikacije bolesti i povreda (2010). 




Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (WHO, engl. World Health 
Organization) i Međunarodne federacije za dijabetes (IDF, engl. International Diabetes 
Federation) iz 2016. godine od DM u svetu boluje 415 miliona ljudi tj. svaka 11 osoba. Usled 
konstantno rastuće prevalence DM predviđa se da će se do 2030. godine broj obolelih od DM 
udvostručiti (Rowley i sar., 2017). Podaci studija pokazuju da DM zauzima sedmo mesto u 
nizu vodećih uzroka smrti u svetu usled pratećih vaskularnih komplikacija i 
kardiovaskularnih bolesti (KVB) (Leon i Maddox, 2015). U našoj zemlji od DM boluje oko 
710.000 osoba, od kojih skoro trećina već ima jednu ili više razvijenih vaskularnih 
komplikacija u momentu postavljanja dijagnoze. U Srbiji godišnje umre oko 3.000 obolelih 
od DM sa incidencom 15,7 na 100.000 stanovnika, čime se Srbija svrstava u grupu evropskih 
zemalja sa visokom stopom smrtnosti od ove bolesti (Registar za dijabetes u Srbiji, 2016).  
 
1.1.2. Etiologija i dijagnostika insulin-zavisnog DM (IDDM)  
 
Uzroci kao i mehanizam nastanka IDDM još nisu sasvim poznati, ali se danas smatra 
da interakcija između faktora okoline (nepravilna ishrana, nedovoljna fizička aktivnost, 
virusi, toksini itd.) i genetskog nasleđa dovodi do povećane osetljivosti za nastanak IDDM 
(Atkinson i Maclaren, 1994). Prema najnovijim literaturnim podacima, 15% 
novodijagnostikovanih IDDM ima najbližeg srodnika obolelog od IDDM (Steck i Rewers, 
2016). Podaci studije o genomskim asocijacijama (GWAS, engl. Genome-Wide Association 
Studies) pokazuju da je do danas identifikovano više od 50 genskih lokusa povezanih sa 
faktorima rizika za nastanak DM (Pociot, 2017). Značajan broj gena na ovim lokusima 
eksprimiran je u β-ćelijama pankreasa čoveka, i utiču na promenu odgovora β-ćelija na 
inflamaciju, aktivaciju imunskog sistema, kao i regulaciju apoptoze β-ćelija (Bradfield i sar., 
2011). Primećeno je da i kod obolelih od DMT2 može doći do destrukcije β-ćelija 
posredovane imunskim sistemom, usled čega se javlja potreba za primenom terapije 
insulinom (Slika 1.) (Larsen i sar., 2007; Cleland i sar., 2013). Kod osoba obolelih od DMT1 
postoji genetska osnova koja može usloviti razvoj komplikacija vezanih za DM, kao što je na 
primer razvoj IR, karakteristične za DMT2, koja prethodi destrukciji β-ćelija pankreasa 
(Chaparro i sar., 2006).  





Slika 1. Imunskim odgovorom posredovano uništavanje β-ćelija pankreasa 
(preuzeto i modifikovano sa https://www.andrewkoutnik.com/blog/2018/8/22/part-1-what-is-
type-1-diabetes) 
 
Početak nastanka IDDM ne može se jasno definisati, jer ovo oboljenje prolazi kroz 
različite faze razvoja i počinje mnogo godina pre manifestacije kliničkih znakova. Procenjuje 
se da oštećenje od 80% do 90% β-ćelija pankreasa dovodi do kliničke manifestacije bolesti, 
usled čega je nemoguće održati glikemiju u granicama referentnih vrednosti (Atkinson i 
Maclaren, 1994).  
Rezultati brojnih istraživanja su jasno ukazali da je aktivacija imunskog sistema jedan 
od ključnih događaja u nastanku IDDM, upravo usled insulitisa, infiltracije mononuklearnih 
ćelija, na prvom mestu makrofaga i T-limfocita, u Langerhansova ostrvca pankreasa (Gepts, 
1965; Eisenbarth, 1986). Iz imunskih ćelija sekretuju se inflamatorni citokini, koji zajedno sa 
faktorima rasta i reaktivnim vrstama kiseonika (ROS, engl. Reactive Oxygen Species) 
doprinose aktivaciji i nagomilavanju ćelija imunskog sistema (”auto-stimulacija” imunskog 
sistema) i na taj način različitim mehanizmima pokreću apoptozu β-ćelija pankreasa (Federici 
i sar., 2001; Boni-Schnetzler i sar., 2008). Oštećene β-ćelije oslobađaju antigene na koje 
imunski sistem stvara specifična autoantitela (Winter i sar., 2002). Biomarkeri autoimunske 
destrukcije β-ćelija predstavljaju cirkulišuća antitela, koja se u serumu IDDM pacijenata 
mogu naći i mnogo godina pre pojave hiperglikemije, kao što su: antitela na Langerhansova 
ostrvca u citoplazmi (ICA, engl. Islet Cell Antibody), antitela na insulin (IAA, engl. Insulin 
Autoantibody), antitela na dekarboksilazu glutaminske kiseline (GAD65, engl. Glutamic Acid 
Decarboxylase), antitela na transporter 8 cinka (ZnT8), kao i antitela na tirozin fosfatazu u 
Langerhansovim ostrvcima (Pihoker i sar., 2005).  




Prema preporukama WHO i IDF standardni metod za dijagnostikovanje DM 
predstavlja merenje glikemije nakon dvanaestočasovnog gladovanja. Osim toga, primenjuje 
se i test oralnog opterećenja glukozom (OGTT), kojim se procenjuje odgovor organizma na 
oralno unetu glukozu (75g glukoze rastvorene u 300 ml vode) i predstavlja određivanje 
glikemije pre i 120 minuta nakon konzumiranja rastvora glukoze. OGTT se primenjuje kod 
osoba koji imaju simptome DM (povećana glad, učestalo mokrenje, gubljenje telesne mase) i 
čije su vrednosti izmerene glikemije bile od 6,1 do 7 mmol/l u uzorku uzetom nakon perioda 
gladovanja (WHO and IDF, 2006). Međunarodni ekspertski komitet uvrstio je i nivo 
glikozilovanog hemoglobina (HbA1c, engl. Hemoglobin A1c) ≥ 6,5% kao kriterijum za 
postavljanje dijagnoze DM (WHO and IDF, 2006). HbA1c se definiše kao hemoglobin (Hb) 
koji je ireverzibilno glikozilovan na jednom ili oba N-terminalna β-globinska lanca u 
eritrocitima (Bunn i sar., 1976). HbA1c predstavlja pouzdanu meru glikemije, jer odražava 
prosečnu vrednost glikemije u periodu od 3 do 4 meseca, koliki je i prosečni vek eritrocita 
(Lyons i Basu, 2012). Osim toga, HbA1c pokazuje veliki afinitet vezivanja kiseonika (O2), ali 
smanjenu sposobnost njegovog otpuštanja u krvnim sudovima, zbog čega u perifernim 
tkivima nastaje stanje smanjene količine O2, tj. hipoksija, koja doprinosi razvoju 
komplikacija u DM (Bunn i sar., 1976). Podaci iz Studije o kontroli i komplikacijama DM 
(DCCT, engl. Diabetes Complications and Control Trial), koja je uključivala ispitanike 
obolele od DMT1 i Britanske prospektivne studije o DM (UKPDS, engl. United Kingdom 
Prospective Diabetes Study), koja je uključivala ispitanike obolele od DMT2, su pokazali da 
nivo HbA1c veći od 7% povećava rizik od razvoja mikrovaskularnih i makrovaskularnih 
komplikacija kod obolelih od DM (2002). 
Prema Američkoj asocijaciji za DM (ADA, engl. American Dibetes Association) 
dijagnoza DM se postavlja na osnovu sledećih dijagnostičkih kriterijuma (American Diabetes 
Association, 2010): 
1. Nivo HbA1c u odnosu na ukupni Hb ≥ 6,5% ili 
2. Glikemija nakon dvanaestočasovnog gladovanja ≥ 7,0 mmol/l, 
3. Glikemija u toku OGTT (75 g glukoze u 120-om minutu) ≥ 11,1 mmol/l, 
4. Glikemija bez obzira na obrok ≥ 11,1 mmol/l, uz prisustvo tipičnih simptoma DM, 








1.2. Molekulski mehanizmi delovanja insulina  
 
Hormon insulin je po hemijskoj strukturi polipeptid sastavljen od 51 aminokiseline 
koje grade dva polipeptidna lanca (lanac A i lanac B) međusobno povezana disulfidnim 
vezama (Abel, 1926). Gen za insulin sisara eksprimiran je u β-ćelijama Langerhansovih 
ostrvaca pankreasa, a sinteza insulina regulisana je kako na nivou transkripcije tako i na 
nivou translacije (Welsh i sar., 1985). U pankreasu se sintetiše preproinsulin, prekursor 
insulina, koji se translocira u endoplazmatski retikulum i oslobađa signalni peptid, čime 
nastaje proinsulin. Odvajanjem C-peptida od proinsulina nastaje insulin, koji se u formi 
heksamera (neaktivni oblik) deponuje u vidu vezikula u Goldžijevom aparatu β-ćelija 
pankreasa (Howell, 1984). Insulin se potom sekretuju u odgovoru na hiperglikemiju, ali i 
visoku koncentraciju slobodnih masnih kiselina (SMK), aminokiselina ili ketokiselina u krvi, 
i u formi monomera ostvaruje svoju biološku ulogu na ćeliskom nivou (Biden i Taylor, 1983; 
Boden i Chen, 1999).  
Insulin ima ključnu ulogu u regulaciji metabolizma glukoze i masti, tj. snižava 
glikemiju, tako što omogućava ulazak glukoze u mišiće, masno tkivo i druga tkiva, stimuliše 
deponovanje glukoze u vidu glikogena u jetri, podstiče sintezu MK u jetri, stimuliše 
deponovanje masti u masno tkivo, podstiče sintezu proteina, tako što povećava dostupnost i 
transport aminokiselina u mišiće, itd. (Saltiel i Kahn, 2001; Fujita i sar., 2006). Takođe, 
insulin ima važnu ulogu u regulaciji vaskularnog tonusa, tako što stimuliše sintezu snažnog 
vazodilatatora, azot-monoksida (NO, engl. Nitric oxide) ili sintezu endotelina 1, koji 
doprinosi vazokonstrikciji (Manrique i sar., 2014). Insulin ostvaruje i antiinflamatorne efekte, 
tako što smanjuje: stvaranje ROS, ekspresiju nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) 
oksidaze i aktivaciju faktora transkripcije uključenih u inflamatorni odgovor (Dandona i sar., 
2001).  
Usled oštećenja ili uništenja β-ćelija pankreasa dolazi do smanjenja ili izostanka 
sekrecije insulina, što za posledicu ima doživotnu zavisnost od egzogenog insulina (Rahman i 
sar., 2007). Kada se insulin nedovoljno izlučuje dolazi do stanja hiperglikemije, koje dovodi 
do poremećaja u regulaciji signalnog puta delovanja insulina dovodeći do disfunkcije 
endotela, nastanka oksidativnog stresa i inflamacije, što rezultira razvojem vaskularnih 
komplikacija u stanju DM (Sugita i sar., 2002; Fujimoto i sar., 2005; Tanaka i sar., 2009).  
 




1.2.1. Molekulski mehanizmi delovanja insulina u fiziološkim uslovima 
 
U fiziološkim uslovima, insulin se brzo i reverzibilno vezuje za specifične 
glikoproteinske receptore za insulin ili insulinu sličan faktor rasta 1 (IGF-1, engl. Insulin-like 
Growth Factor) na membranama ćelija ciljnih tkiva (Tamemoto i sar., 1994; Saltiel i Kahn, 
2001), koji pripadaju grupi receptora sa tirozin-kinaznom aktivnošću. Vezivanjem insulina za 
receptor na plazma membrani dolazi do autofosforilacije receptora na specifičnim Tyr 
ostacima i sledstvene fosforilacije intracelularnih adaptorskih supstrata, među kojima su i 
supstrat receptora za insulin 1 (IRS-1, engl. Insulin Receptor Substrate) i Shc (White, 2002) 
(Slika 2.). Fosforilisani IRS-1 na Tyr dalje stupa u interakciju sa proteinima koji imaju Src 
homolog 2 (SH2, engl. Src homology 2) domene, kao što je enzim fosfatidilinozitol 3 kinaza 
(PI3K, engl. Phosphatidylinositide 3 Kinase) (Gual i sar., 2005). IRS-1 je ključni molekul u 
signalnoj kaskadi insulina i ima ulogu u prenosu signala od receptora za insulin do PI3K 
(Saltiel i Kahn, 2001). IRS-1 protein sadrži domen homolog plekstrinu (PH, engl. Pleckstrin 
Homology Domain) na N-kraju, koji služi za interakciju sa plazma membranom, dok se na C- 
kraju nalaze brojna mesta fosforilacije na tirozinskim (Tyr), serinskim (Ser) i treoninskim 
(Thr) ostacima, koji služe za regulaciju funkcije IRS-1 (Gual i sar., 2005). Pokazano je da 
IRS-1 sadrži oko dvadeset potencijalnih Tyr ostataka na kojima može biti fosforilisan 
(Langlais i sar., 2011). Do aktivacije IRS-1 dolazi fosforilacijom IRS na Tyr608 i Tyr628, čime 
se omogućava njegova asocijacija sa regulatornom p85 subjedinicom PI3K (Asarian i Geary, 
2002). Regulatorna subjedinica p85 se vezuje za fosforilisane Tyr ostatke IRS-1 i nakon toga, 
interaguje sa katalitičkom p110 subjedinicom PI3K preko SH2 domena, što dovodi do 
aktivacije p110 i njene translokacije na plazma membrani (Downward, 1998). Aktivirana 
PI3K stvara fosfatidilinozitol-(3,4,5)-trifosfat (PIP3, engl. PhosphatidylInositol (3,4,5)-
trisphosphate), tako što fosforiliše OH grupe na poziciji 3 fosfatidilinozitol-(4,5)-difosfata 
(PIP2, engl. PhosphatidylInositol (4,5)-bisphosphate) (Downward, 1998). Proizvod 
aktivirane PI3K kinaze, PIP3 se dalje vezuje za PH domen na N-kraju protein kinaze B (Akt 
ili PKB, engl. Protein Kinase B), omogućavajući na taj način translokaciju Akt iz citoplazme 
na plazma membranu, gde se fosforiliše i time aktivira Akt (Cantrell, 2001; Scheid i sar., 
2002). Za aktivaciju Akt, neophodna je fosforilacija ove kinaze na Thr308 koji se nalazi u 
katalitičkom domenu i Ser473 koji se nalazi u regulatornom domenu Akt. Fosfoinozitid-
zavisna protein kinaza 1 (PDK1, engl. Phosphoinositide-Dependent Protein Kinase 1) 
fosforiliše Akt na Thr308 i time je delimično aktivira (Andjelkovic i sar., 1999), dok je za 
potpunu aktivaciju Akt neophodna fosforilacija i na Ser473 od strane kompleksa ciljnog 




molekula za rapamicin 2 kod sisara (mTORC2, engl. Mammalian Target Of Rapamycin 
Complex 2) (Sarbassov i sar., 2005). Fosforilacija Akt na Ser473 se može odvijati i pod 
dejstvom PDK2 kinaza, kao i članova familije kinaza povezanih sa PI3K (PIKK, engl. PI3K-
related kinase), uključujući i DNK zavisne protein kinaze (DNA-PK, engl. DNA-dependent 
protein kinase) (Alessi i Cohen, 1998; Sale i Sale, 2008). Aktivirani Akt fosforiliše nishodne 
proteine i na taj način reguliše metabolizam nutrijenata, transkripciju gena, rast i proliferaciju 
ćelija, preživljavanje ćelija i angiogenezu (Lawlor i Alessi, 2001; Ackah i sar., 2005).  
Uloga insulina u regulaciji aktivnosti kinaze regulisane vanćelijskim signalima 1 i 2 
(ERK1/2, engl. Extracellular signal-Regulated Kinases 1 and 2 ) signalne kaskade detaljno je 
izučena (Lee i sar., 1992; Avruch, 1998; Isenovic i sar., 2009). ERK1/2 pripadaju familiji 
protein kinaza aktiviranih mitogenima (MAPK, engl. Mitogen-Activated Protein Kinases) 
koje su uključene u regulaciju fundamentalnih ćelijskih procesa, kao što su: diferencijacija i 
proliferacija, odgovor na stres i preživljavanje (Xiao i sar., 2011; Plotnikov i sar., 2011). Na 
aktivaciju MAPK signalnog puta utiču mitogeni, ali i drugi vanćelijski stimulusi kao što su 
hormoni, citokini i faktori rasta (Blumer i Johnson, 1994; Cano i Mahadevan, 1995). Osnovu 
MAPK signalnog puta čine tri kinaze: kinaza kinaze MAPK (MAPKKK, Raf), MAPK kinaza 
(MAPKK, MEK1/2, MKK) i MAPK (ERK1/2) (Cano i Mahadevan, 1995). Vezivanjem 
insulina za receptor na plazma membrani inicira se autofosforilacija receptora i sledstvena 
fosforilacija Tyr ostataka na adaptorskom proteinu Shc, koji dalje stupa u interakciju sa SH2 
domenom proteina 2 koji se vezuje za receptore faktora rasta (Grb2, engl. Growth Factor 
Receptor-Bound Protein 2) (Lee i sar., 1992) (Slika 2.). Grb2 potom preko SH3 domena 
regrutuje faktor razmene guaninskih nukleotida (SOS, engl. Guanine Nucleotide Exchange 
Factors ili Son of Sevenless), koji aktivira male guanozin-trifosfataze (GTPaze) iz familije 
Ras (engl. Rat Sarcoma) tako što katalizuju zamenu guanozin difosfata (GDP) vezanog za 
Ras za guanozin trifosfat (GTP) (Rojas i sar., 2011; Pierre i sar., 2011). Aktivirani Ras u 
kompleksu sa GTP zatim regrutuje Raf iz citosola na plazma membranu, što vodi njegovoj 
dimerizaciji i aktivaciji (Song i sar., 2002; Bulayeva i sar., 2004). Aktivirani Raf potom 
fosforiliše Ser/Thr i  aktivira MEK, koja zatim fosforiliše Ser/Thr/Tyr i aktivira MAPK 
(Kyriakis i sar., 1992; Lewis i sar., 1998). Za potpunu aktivaciju ERK1/2 kinaze neophodna 
je fosforilacija na dvema aminokiselinama: Thr202 i Tyr204 (Cano i Mahadevan, 1995; 
Yokoyama i sar., 2006). Aktivirana ERK1/2 vodi fosforilaciji Ser i Tyr ostataka i aktivaciji 
niza supstrata u citoplazmi, kao što su citosolna fosfolipaza A2 (cPLA2, engl. Cytosolic 
Phospholipase A2) (Ulisse i sar., 2000) i ribozomska S6 kinaza (RSK, engl. Ribosomal S6 
Kinase) (Oh i sar., 2010) ili se ERK1/2 translocira u jedro (Widmann i sar., 1999; Kehat i 




Molkentin, 2010), gde svojim delovanjem direktno može da fosforiliše faktore transkripcije 
kao što su Elk-1, c-Fos, p53, i Ets1/2, koji predstavljaju regulatore rasta i proliferacije (Liang 
i sar., 2001; Asada i sar., 2007; Kehat i Molkentin, 2010). 
 
 
Slika 2. Mehanizmi delovanja insulina u fiziološkim uslovima 
IRS-1- supstrat receptora za insulin 1; PI3K- fosfatidilinozitol 3 kinaza; PDK1/2- 
fosfoinozitid-zavisna protein kinaza 1/2; Akt- protein kinaza B; GLUT4- transporter za 
glukozu 4; PKC- protein kinaza C; GSK3- kinaza glikogen sintaze 3; mTOR- ciljani molekul 
za rapamicin 2 kod sisara; RSK- ribozomska S6 kinaza; Shc- protein koji sadrži SH2 domen; 
Grb2- protein 2 koji se vezuje za receptore faktora rasta; SOS- izmenjivač guaninskih 
nukleotida; Raf- kinaze kinaza protein kinaze aktivirane mitogenima; MAPKK- kinaza 
protein kinaze aktivirane mitogenima; MAPK- protein kinaza aktivirana mitogenima. 
 
Insulin je, takođe, uključen i u regulaciju aktivnosti proteina koji vezuju IGF (IGFBP, 
engl. Insulin-like Growth Factor Binding Protein) (Orlowski i sar., 1991). Familiju IGFBP 
čine 6 homologih proteina koji u cirkulaciji vezuju IGF i sprečavaju njegovo vezivanje za 
specifični receptor na plazma membrani, regulišući time njegovu dostupnost i funkciju u 
vaskulaturi (Kelley i sar., 1996). Slobodan IGF-1 u serumu ostvaruje antiinflamatornu i 




antiapoptotsku aktivnost, promoviše angiogenezu i smanjuje oksidativni stres u vaskulaturi, 
dok je njegova aktivnost inhibirana kada se nalazi u kompleksu vezanom sa IGFBP-1 (Bach, 
2018). IGFBP-1 se sintetiše u jetri, kao i decidualizovanom gestacijskom endometrijumu, 
odakle se sekretuje u cirkulaciju gde ostvaruje svoju fiziološku ulogu (Bae i sar., 2013). 
IGFBP-1 može da ostvaruje svoje efekte nezavisno od IGF-1 i njegovog receptora, 
najverovatnije tako što se direktno vezuje za receptor za insulin i posredstvom PI3K/Akt 
signalne kaskade stimuliše aktivnost endotelne azot-monoksid-sintaze (eNOS) i sintezu NO. 
(Rajwani i sar., 2012) Time IGFBP-1 doprinosi vazodilataciji, regulaciji glikemije i 
povećanoj osetljivosti na insulin (Slika 3.).  
 
Slika 3. Efekti IGFBP-1 na vaskulaturni sistem u fiziološkim uslovima 
IGF-1- faktor rasta sličan insulinu 1; IGFBP-1- protein koji vezuje IGF-1; IRS-1- supstrat 
receptora za insulin 1; PI3K- fosfatidilinozitol 3 kinaza; Akt- protein kinaza B; eNOS- 
endotelna azot-monoksid-sintaza; NO- azot-monoksid. (preuzeto i modifikovano sa 
http://diabetes.diabetesjournals.org/content/61/4/915) 
 
Na regulaciju koncentracije IGFBP-1 u cirkulaciji utiču brojni činioci, kao što su 
inflamatorni citokini, hormoni, nutijenti itd. (Orlowski i sar., 1991). Među regulatorima 
insulin zauzima posebno mesto, jer svojim delovanjem brzo inhibira transkripciju gena za 
IGFBP-1 u jetri, smanjuje njegovu koncentraciju u krvi i povećava dostupnost IGF-1 u 
cirkulaciji (Orlowski i sar., 1991).  




1.2.2. Molekulski mehanizmi delovanja insulina u patofiziološkim uslovima 
 
Patofiziološku osnovu za nastanak i razvoj IDDM predstavlja oštećenje i/ili uništenje 
β-ćelija pankreasa, koje uzrokuje poremećaj u sekreciji ili biološkom dejstvu insulina, usled 
čega dolazi do stanja hiperglikemije (Rahman i sar., 2007). Stanje hiperglikemije vremenom 
može da dovede do poremećaja u strukturi (aterosklerotske promene na malim arterijama i 
arteriolama, kao i smanjenje broja arteriola) i funkciji krvnih sudova (poremećaj u regulaciji 
cirkulacije, povećana propustljivost krvnih sudova itd.), a sledstveno i oštećenja organa koje 
ti krvni sudovi prokrvljuju (Stehouwer, 2018). Rezultati brojnih istraživanja su ukazali na 
postojanje veze između hiperglikemije, inflamacije, oksidativnog stresa i IR (Dresner i sar., 
1999; Tirosh i sar., 2001; Rains i Jain, 2011). Hiperglikemija, visoka koncentracija AGE i 
SMK mogu da doprinesu nastanku oksidativnog stresa bilo direktnim stvaranjem ROS ili 
promenom redoks ravnoteže (Bloch-Damti i Bashan, 2005). Prekomerna sinteza ROS dovodi 
do povećane fosforilacije Ser i Thr ostataka receptora za insulin i IRS (Evans i sar., 2003), 
čime se narušava signalna kaskada insulina i razvija periferna IR (Maechler i sar., 1999; 
Gardner i sar., 2003; Dokken i sar., 2008), za koju je epidemiološkim studijama pokazano da 
je povezana sa patogenezom IDDM (Andersen i sar., 1983; Orchard i sar., 2002). Faktori 
rizika za nastanak IR kao što su ROS, SMK i inflamatorni citokini mogu da dovedu do 
povećane fosforilacije IRS-1 na aminokiselini Ser čime se smanjuje mogućnost fosforilacije 
na Tyr ostacima i na taj način se sprečava asocijacija IRS-1 sa receptorom za insulin, kao i 
asocijacija IRS-1 sa p85 subjedinicom PI3K i time inhibira delovanje insulina (Paz i sar., 
1997; Tirosh i sar., 1999; Dresner i sar., 1999). Rezultati Varma i saradnika su pokazali da 
hiperglikemija dovodi do značajnog smanjenja ekspresije PI3K-p85 i fosforilacije Akt na 
Thr308 uz potpuni izostanak fosforilacije Akt na Ser473 u endotelnim ćelijama, što dovodi do 
poremećaja u proliferaciji endotelnih ćelija u stanju DM (Varma i sar., 2005). Osim toga, 
inhibicija ekspresije PI3K-p110α i Akt u adipocitima blokira insulinom posredovano 
preuzimanje glukoze (Falasca i sar., 2007; Ng i sar., 2008), što vodi brojnim patofiziološkim 
procesima, kao i razvoju vaskularnih komplikacija kod obolelih od DM (So i Fruman, 2012).  
Poznato je da akutna hiperglikemija može imati dugoročno negativne efekte na 
obolele od DM tako što stimuliše fosforilaciju ERK1/2 u mononuklearnim ćelijama i to 
posredstvom aktivacije PKC/Raf/MEK/ERK1/2 puta, što ukazuje na mogući mehanizam 
kojim glukoza izaziva toksične efekte u patološkim stanjima (Ceolotto i sar., 2001). Takođe, 
u stanju DM dolazi do aktivacije MAPK u endotelnim ćelijama glomerularnih kapilara, što 
može da dovede do hipertrofije glomerula i razvoja dijabetične nefropatije (Awazu i sar., 




1999; Kang i sar., 1999). Aktivirana ERK1/2 može da fosforiliše Ser i Thr aminokiselinske 
ostatke na različitim proteinima uključujući i transkripcione faktore, kao što je NFκB i na taj 
način inicira transkripciju gena uključenih u inflamatorni odgovor i proces ateroskleroze (De 
Fea i Roth, 1997; Basta i sar., 2004; Wortzel i Seger, 2011). Literaturni podaci su pokazali da 
je primenom specifičnih inhibitora MAPK došlo do snižavanja glikemije, inhibicije IR i 
inflamacije, što ukazuje na to da regulacija MAPK puta može imati terapeutski potencijal u 
lečenju DM i vaskularnih komplikacija (Awazu i sar., 1999; Tomlinson, 1999; Ueyama i sar., 
2016; Kei-ichi i sar., 2016). 
U stanju IDDM, usled neadekvatne kontrole glikemije, dolazi do smanjenja 
koncentracije IGF i povećanja koncentracije IGFBP-1 u serumu koji u fosforilisanom stanju 
ima veliki afinitet za vezivanje IGF-1, čime dodatno onemogućava njegovo delovanje 
(Janssen i Lamberts, 2000; van Dijk i sar., 2014). Promena u koncentraciji IGF-1 i IGFBP-1 
u serumu dijabetičara postaje izraženija sa starenjem, usled čega se smanjuje protektivno 
dejstvo IGF-1 na vaskulaturu (Janssen i Lamberts, 2000). Nizak nivo IGF-1 u cirkulaciji 
može dovesti do disfunkcije endotela, kao i razvoja mikrovaskularnih i makrovaskularnih 
komplikacija kod obolelih od DM (Blakytny i sar., 2000; Higashi i sar., 2014; Sharma i sar., 
2016). U stanju inflamacije, ROS i citokini, kao što su interleukin 1 beta (IL-1β, engl. 
Interleukin 1 beta), IL-6 i faktor nekroze tumora alfa (TNFα, engl. Tumor Necrosis Factor 
alpha) mogu stimulisati sekreciju IGFBP-1 u jetri, što može uticati na smanjenje aktivnosti 
IGF-1 i posledičnog razvoja ateroskleroze (Lang i sar., 1999; Frost i sar., 2000; Lelbach i 
sar., 2001).  
 
1.3. Masne kiseline (MK)- opšte osobine, struktura i funkcija 
 
Masne kiseline su osnovne gradivne komponente fosfolipida ćelijskih membrana i 
imaju važnu ulogu u regulaciji transporta kroz membranu, aktivnosti receptora na membrani, 
prenosa signala i učestvuju u transkripciji određenih gena (Costabile i sar., 2005). Takođe, 
MK služe kao izvor energije i sastavni su elementi lipoproteina krvi i prekursori jedinjenja sa 
hormonskim dejstvom, kao što su eikozanoidi (Stanley-Samuelson, 1987). MK su sastavljene 
od linearnog ugljovodoničnog lanca sa metil grupom (CH3) na ω kraju i karboksilnom 
grupom (COOH) na α kraju molekula. U prirodnim uljima i mastima preovladavaju MK 
nerazgranatog lanca sa parnim brojem ugljenikovih atoma i jednom karboksilnom grupom 
(Tvrzicka i sar., 2011).  




1.3.1. Podela i nomenklatura MK 
 
Podela MK vrši se na osnovu: 1) dužine masnokiselinskog lanca, tj. broja 
ugljenikovih atoma od kojih je masnokiselinski lanac izgrađen, 2) stepena nezasićenosti, tj. 
odsustva ili prisustva dvostrukih veza u masnokiselinskom lancu i 3) položaja dvostrukih 
veza u masnokiselinskom lancu. Osobine MK zavise od dužine ugljenikovog lanca, broja 
dvostrukih veza, kao i njihove konformacije (Tvrzicka i sar., 2011). MK se u organizmu i 
namirnicama mogu naći u obliku: SMK i estarski vezanih MK u vidu monoglicerida, 
diglicerida, Tg, holesterol estara, fosfolipida, glikolipida ili lipoproteina (Tvrzicka i sar., 
2011).  
MK se na osnovu broja atoma ugljenika dele na: MK kratkog lanca (4-8 ugljenikovih 
atoma), srednjeg lanca (od 8 do 14 ugljenikovih atoma), dugog lanca (≥ 16 ugljenikovih 
atoma) i veoma dugog lanca (≥ 22 ugljenikovih atoma). U zavisnosti od prisustva ili odsustva 
dvostrukih veza, MK se mogu podeliti na: zasićene MK, koje nemaju dvostrukih veza (SFA, 
engl. Saturated Fatty Acids), već ugljenikovi atomi grade veze samo sa vodonikom; i 
nezasićene MK, koje mogu imati jednu dvostruku vezu između atoma ugljenika (MUFA, 
engl. Monounsaturated Fatty Acids) ili više dvostrukih veza (PUFA, engl. Polyunsaturated 
Fatty Acid) (Agostoni i Bruzzese, 1992). Na osnovu prostorne orjentacije dela 
masnokiselinskog lanca oko dvostruke veze, MK se dele na cis i trans stereoizomere (Slika 
4.). Dvostruke veze nezasićenih MK se najčešće javljaju u cis konformaciji (Tvrzicka i sar., 
2011). Naziv najvećeg broja MK često potiče od vrste masti u kojoj preovladava ta MK (npr. 
linolna kiselina). Svaka MK ima i svoje sistematsko “ime“ prema IUPAC (engl. International 
Union of Pure and Applied Chemistry) nomenklaturi, dobijeno na osnovu broja atoma 
ugljenika, kao i broja i položaja dvostrukih veza u molekulu (računajući od CH3 kraja), koji 
se u nomenklaturi obeležava brojevima ili grčkim slovom- omega (npr. cis,cis-9,12-
oktadekadienska kiselina) (American Chemical Society, 1960). 





Slika 4. Prikaz strukturne formule zasićenih i nezasićenih MK 
(preuzeto i modifikovano sa https://ib.bioninja.com.au/standard-level/topic-2-molecular-
biology/23-carbohydrates-and-lipids/types-of-fatty-acids.html) 
 
1.3.2. Biosinteza MK 
 
Biosinteza MK (tj. lipogeneza) odigrava se u jetri, adipoznom tkivu i mlečnim 
žlezdama čoveka i životinja (Donaldson, 1979). Proces sinteze MK strogo je kontrolisan 
endokrinim signalima, kao i količinom i tipom ishrane (Nguyen i sar., 2008). Pokazano je da 
dostupnost insulina i citrata aktivira multienzimski kompleks sintaza MK (FAS, engl. Fatty 
Acid Synthase), dok ga glukagon i kateholamini inhibiraju (Muller-Wieland i sar., 1994; 
Wong i Sul, 2010). Regulacija FAS je u velikoj meri određena unutarćelijskom 
koncentracijom MK, čije povećanje dovodi do smanjenja aktivnost FAS. Supstrati neophodni 
za FAS aktivnost su: acetil koenzim A, malonil koenzim A i NADPH (Donaldson, 1979). 
Prekursor za biosintezu MK u svim živim sistemima je acetil koenzim A čijom 
karboksilacijom nastaje malonil koenzim A, dok NADPH služi kao donor elektrona u 
procesu sinteze MK (Berg i sar., 2002). Acetil koenzim A nastaje primarno razgradnjom 
aminokiselina, oksidativnom dekarboksilacijom piruvata i β-oksidacijom MK u 
mitohondrijama. Za biosintezu MK neophodno je da se sav nastali acetil koenzim A u 
mitohondrijama transportuje u citoplazmu (Slika 5.). Acetil koenzim A ne može da prođe 
kroz mitohondrijsku membranu pasivnim transportom i zato je neophodno da reaguje sa 
oksalacetatom, pri čemu nastaje citrat. Citrat prolazi u citoplazmu preko transportera za citrat 




na membrani mitohondrija, gde se ponovo prevodi u acetil koenzim A. Iz nastalog 
oksalacetata sintetiše se malonil-CoA pomoću enzima acetil koenzim A karboksilaze (Berg i 
sar., 2002).  
 
 
Slika 5. Biosinteza MK u citoplazmi 
ATP- adenozin-trifosfat; NADH- redukovani nikotinamid adenin dinukleotid; NADPH- 
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat. (preuzeto i modifikovano sa 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK22554/) 
 
Sinteza malonil koenzima A je odlučujući korak u biosintezi MK, jer se uz pomoć 
FAS u ponavljajućem nizu reakcija kondenzacija, redukcija, dehidratacija i redukcija u 
prisustvu NADPH izdužuje masnokiselinski lanac sve dok se ne sintetiše krajnji proizvod, 




Polazeći od PA sintetišu se dugolančane i nezasićene MK, MUFA i PUFA. Enzim 
elongaza MK zadužen za izduživanje ugljovodoničnog lanca MK uz dodavanje dva 
ugljenikova atoma, deluje na citoplazmatskoj strani endoplazmatičnog retikuluma i 
mitohondrijima sisara (Donaldson, 1979). Elongaze učestvuju zajedno sa enzimima 




desaturazama u procesu sinteze MK i održavanju optimalnog sastava MK u membranama 
(Guillou i sar., 2010). Desaturaze MK su zadužene za uklanjaje dva atoma H+ stvarajući 
dvostruku vezu između tačno određenih ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu, pri 
čemu se sintetišu MUFA i PUFA. Kod sisara su prisutne dve različite grupe acil koenzim A 
desaturaza, koje se razlikuju po poziciji gde uvode dvostruku vezu u odnosu na karboksilni 
kraj masnokiselinskog lanaca (Δ9, Δ6, Δ5) (Nakamura i Nara, 2003). Stearoil-koenzim A 
desaturaza (SCD) ili Δ9 desaturaza ima nekoliko izoformi i zadužena je za prevođenje SFA u 
MUFA (Paton i Ntambi, 2009). Desaturaze Δ6 i Δ5 su ključni enzimi za sintezu PUFA. 
Desaturaze Δ5 i Δ6 kao početni supstrat koriste esencijalne n-3 i n-6 PUFA, koje ljudski 
organizam ne može sintetisati: linolnu (18:2, n-6 PUFA) i α-linoleinsku kiselinu (18:3, n-3 
PUFA), pa zajedno sa elongazama učestvuju u sintezi dugolančanih PUFA (Slika 6.) (Das, 
2006).  
Pokazano je da je povećana ekspresija Δ9 desaturaze povezana sa razvojem DM, 
gojaznošću i metaboličkim sindromom (Jones i sar., 1996; Wang i sar., 2006). Aktivacija Δ9 
desaturaze povećava ekspresiju gena uključenih u sintezu MK, dok inhibicija Δ9 desaturaze 
povećava ekspresiju gena uključenih u β-oksidaciju MK, što dovodi do smanjenja 
akumulacije lipida u jetri i koncentracije Tg, kao i povećanja osetljivosti na insulin (Dobrzyn 
i Ntambi, 2004; MacDonald i sar., 2008). Povećana aktivnost desaturaza Δ5 i Δ6 vodi 
povećanju nivoa arahidonske kiseline (20:4, n-6 PUFA) poznate po svojim inflamatornim 
svojstvima i smanjenju nivoa eikozapentaenske kiseline (20:5, n-3 PUFA), koja ispoljava 
antiinflamatorna svojstva, što se dovodi u vezu sa visokom koncentracijom markera 
inflamacije, kao što je CRP i povećanim rizikom za razvoj aterosklerotskih vaskularnih 
komplikacija (Martinelli i sar., 2008).  
 





Slika 6. Sinteza n-6 i n-3 PUFA  
 
1.3.3. Uloga MK u razvoju DM 
 
Promene u nivou i sastavu MK u plazmi mogu imati kliničke implikacije za razvoj 
metaboličkih poremećaja, kao što je DM (Naidina i sar., 2009). Visoka koncentracija SMK u 
plazmi povezana je sa neadekvatnom kontrolom glikemije, a interakcija između MK i 
glukoze u stanju hiperglikemije može dovesti do oksidativnog stresa, inflamacije, 
ateroskleroze, i povećati rizik za nastanak vaskularnih komplikacija u DM (Wei i sar., 2016; 
Wanders i sar., 2016). U stanju poremećenog metabolizma masti, kao što je DM, visoka 
koncentracija SMK i inflamatornih citokina utiče na povećanje fosforilacije IRS-1 na Ser 
ostacima, čime se posledično smanjuje insulin-zavisna fosforilacija IRS-1 na Tyr, kao i 
aktivacija PI3K što rezultira inhibicijom transporta glukoze (Kim i sar., 2001; Yu i sar., 
2002). Usled negativnog efekta SMK na IRS-1/PI3K/Akt signalnu kaskadu dolazi do 
smanjenja insulinom posredovane sinteze NO i posledičnog razvoja disfunkcije endotela 
(Kim i sar., 2005). SMK, zavisno od koncentracije, mogu aktivirati serin kinazu IκKβ 
zaduženu za regulaciju aktivnosti NFκB, transkripcionog faktora uključenog u proces 




inflamacije (Kim i sar., 2005). Takođe, IKKβ direktno fosforiliše IRS-1 na Ser307 i time 
dodatno narušava signalni put insulina, što ukazuje na potencijalni mehanizam kojim SMK 
mogu da doprinesu razvoju inflamacije i IR (Gao i sar., 2002). Poznato je da je kod obolelih 
od DM usled neadekvatnih prehrambenih navika i pratećeg poremećaja u metabolizmu masti 
povećana koncentracija SFA u plazmi, dok je koncentracija esencijalnih PUFA (posebno 
dokazaheksaenoinska kiselina) značajno smanjena (De Caterina i sar., 2007; Chuang i sar., 
2012). Visoka nivo SFA povećava rizik za nastanak DM (ARIC Study Investigators, 2003), 
tako što SFA podstiču aktivaciju inflamatorne kaskade i dovede do uništavanja β-ćelija 
pankreasa (Kennedy i sar., 2009). Takođe, SFA deluju proaterogeno na taj način što 
povećavaju ukupni holesterol i LDL u serumu i tako utiču na razvoj gojaznosti i povećavaju 
rizik za nastanak KVB (Briggs i sar., 2017). Visok unos SFA povezan je sa smanjenom 
osetljivošću na insulin i poremećenom tolerancijom tkiva na glukozu (Koska i sar., 2016). 
Nezasićene MK su podložne oksidaciji, a posebno MK sa više dvostukih veza. Usled 
oksidacije MK dolazi do nastanka ROS koje mogu oštetiti ćelijske membrane, genetski 
materijal jedra i inaktivirati pojedine enzime, što za posledicu ima razvoj raznih bolesti 
(Awada i sar., 2012). Sa druge strane, povećan unos MUFA, a posebno oleinska kiselina, 
povezan je sa smanjenjem koncentracije ukupnog holesterola, LDL i Tg u plazmi, a ima i 
pozitivan efekat na obolele od koronarne arterijske bolesti i smanjenje rizika za razvoj KVB 
(Schwingshackl i Hoffmann, 2012). Visok nivo n-3 PUFA u cirkulaciji, takođe, ima pozitivan 
efekat na metabolizam glukoze i lipida u krvi na taj način što smanjuje glikemiju i lipida 
doprinoseći usporavanju procesa ateroskleroze (Erkkila i sar., 2004; Erkkila i sar., 2008). 
Rezultati brojnih studija su pokazali da n-3 PUFA utiču na smanjenje koncentracije lipida u 
krvi i krvnog pritiska, poboljšavaju funkciju srca i endotela, ostvaruju antitrombocitne efekte 
i imaju ključnu ulogu u protektivnom dejstvu na kardiovaskularni sistem (KVS) (Rizza i sar., 
2009; Shantakumari i sar., 2014; Zanetti i sar., 2015). Nizak nivo n-3 PUFA u fosfolipidima 
skeletnih mišića povezan je sa smanjenom osetljivošću na insulin, ukazujući na to da 
promene u sastavu MK u fosfolipidima ćelijskih membrana mogu da utiču na dejstvo insulina 
(Chang i sar., 2019). U studiji koju su sproveli Somova i saradnici na pacovima pokazano je 
da povećan unos n-3 PUFA reguliše metabolizam glukoze povećavajući osetljivost tkiva na 
insulinu, kao i da smanjuje koncentraciju ukupnog holesterola i LDL u plazmi (Somova i sar., 
1999). Osim toga, n-3 PUFA smanjuju uništavanje β-ćelija pankreasa i inhibiraju inflamaciju 
tako što utiču na smanjenje: sekrecije inflamatornih citokina, proliferacije T-limfocita i 
transkripcije gena uključenih u inflamatorni odgovor (Krishna Mohan i Das, 2001; Calder i 
Grimble, 2002). Kod obolelih od DM, posebno je izraženo smanjenje nivoa 




dokazaheksaenoinske kiseline, koja je važan gradivni element membrane fotoreceptorskih 
ćelija retine i ima ključnu ulogu u funkcionisanju centralnog nervnog sistema (Wang i sar., 
2003; Pallares i sar., 2012; Shindou i sar., 2017). Nasuprot povoljnim efektima n-3 PUFA, 
brojne studije su ukazale na inflamatorne efekte n-6 PUFA i njihovu povezanost sa faktorima 
rizika za nastanak DM (Toborek i sar., 2002; Calder, 2005). Toborek i saradnici su pokazali 
da LA može da poveća unutarćelijsku koncentraciju jona Ca2+, poveća sintezu ROS (Toborek 
i sar., 1996) i stimuliše trankripciju gena uključenih u inflamatorni odgovor (Toborek i sar., 
2002). Jedna od najzastupljenijih n-6 PUFA u fosfolipidima, arahidonska kiselina, takođe je 
uključena u inflamatorni proces, tako što utiče na biosintezu inflamatornih eikozanoida 
(prostaglandini, tromboksani, leukotrijeni itd.) koji čine lipidne medijatore imunskog 
odgovora, hormonske regulacije, regulacije krvnog pritiska, senzibilizacije neurona na bol, 
apoptoze itd. (Hallahan i Garland, 2005; Yui i sar., 2015). Prostaglandini poreklom od 
arahidonske kiseline promovišu oštećenje β-ćelija pankreasa, inhibiraju proliferaciju β-ćelija 
pankreasa i smanjuju sekreciju insulina, i na taj način doprinose razvoju DM i vaskularnih 
komplikacija (Luo i Wang, 2011). Osim toga, pokazano je da postoji pozitivna korelacija 
između povišenog nivoa arahidonske kiseline u fosfolipidima skeletnih mišića i osetljivosti 
tkiva na insulin, što ukazuje na to da n-6 PUFA u fosfolipidima mišića i poreklom iz hrane 
imaju sposobnost da regulišu aktivnost insulina (Borkman i sar., 1993). Efekti PUFA na 
zdravlje ljudi, pre svega, zavise od odnosa nivoa n-3 i n-6 PUFA koji je u savremenim 
prehrambenim navikama u proseku za 2,5 puta manji u odnosu na preporučene vrednosti, što 
dovodi do povećane učestalosti mnogih hroničnih bolesti, među kojima je i DM (Castro-
Correia i sar., 2017). Snižavanje nivoa n-6 PUFA u odnosu na nivo n-3 PUFA utiče na 
smanjeno stvaranje inflamatornih eikozanoida iz n-6 PUFA i povećano stvaranje 
antiinflamatornih medijatora iz n-3 PUFA (Ristic-Medic i sar., 2009). Takođe, smanjenje 
unosa n-6 PUFA ima isti efekat na zdravlje kao i povećanje unosa n-3 PUFA (Wall i sar., 
2010). 
 
1.4. Azot-monoksid (NO) i azot-monoksid-sintaze (NOS) 
 
Molekul NO je prvi gasni molekul, opisan kao medijator u signalnim putevima, koji 
je uključen u brojne fiziološke i patofiziološke procese u vaskularnom sistemu (Arthur, 
1988). NO, takođe, predstavlja lipofilni slobodni radikal, koji može slobodno da difunduje i 
ostvaruje svoje efekte reagujući sa mnogobrojnim molekulima i slobodnim radikalima u 




vaskulaturi (Okatani i sar., 1998; Mikkelsen i Wardman, 2003). U zavisnosti od koncentracije 
NO može imati dvostruku funkciju u vaskulaturi, jer u nižim koncentracijama NO ostvaruje 
ulogu snažnog vazodilatatora, dok u visokoj ostvaruje ulogu citotoksina i citostatika u 
odbrani organizma od parazitskih mikroorganizama ili tumora (Coggins Matthew i Bloch 
Kenneth, 2007; Thomas i sar., 2008; Feng, 2012). U fiziološkim ulovima, NO učestvuje u 
održavanju vaskularnog tonusa i integriteta vaskulature, procesu oksigenacije tkiva, 
proliferaciji glatkih mišićnih ćelija vaskulature (VSMC, engl. Vascular Smooth Muscle Cell), 
zarastanju rana i angiogenezi (Knowles i Moncada, 1994; Poderoso i sar., 1996), kao i u 
imunskom odgovoru, omogućavajući učešće u antimikrobnim, antitrombotskim i 
antioksidativnim aktivnostima (Kuo i sar., 1997; Taylor i sar., 1998; Sass i sar., 2001). 
Održavanje dostupnosti NO u endotelu neophodno je za normalno funkcionisanje 
vaskularnog sistema (Jin i Loscalzo, 2010).  
Smanjena dostupnost NO, kao posledica smanjene sinteze NO ili usled interakcije NO 
sa ROS, povećava rizik za disfunkciju endotela i povećava verovatnoću za razvoj HPA, 
ateroskleroze, DM i vaskularnih komplikacija (Napoli i Ignarro, 2009; Dellamea i sar., 2014; 
Assmann i sar., 2016). U interakciji NO i ROS stvara se toksični intermedijer, peroksinitrit 
(ONOO-) koji je visoko reaktivan i može modifikovati proteine direktnom reakcijom 
(nitracijom i S-nitrozilacijom) sa cisteinskim (Cys) i Tyr aminokiselinskim ostacima ili hem 
grupama na proteinima, inhibirajući tako njihovu aktivnost (Cuzzocrea i sar., 2004; El Gawad 
i sar., 2011). 
NO u organizmu sisara nastaje posredstvom enzima NO sintaza (NOS, engl. NO 
synthase). Do sada su izolovane i strukturno-funkcionalno okarakterisane četiri različite 
izoforme enzima NOS: neuronska (nNOS, engl. Neuronal NOS), inducibilna (iNOS, engl. 
Inducible NOS), endotelna NOS (eNOS, engl. Endothelial NOS) i još nedovoljno istražena 
mitohondrijska NOS (mtNOS, engl. Mitochondrial NOS) (Arthur, 1988; Ghafourifar i sar., 
1999; Parola i Robino, 2001). Izoforme NOS predstavljaju proizvode eksprimiranja različitih 
gena iste funkcije (NOS 1, 2, 3 na hromozomima 12, 17 i 7) sa različitom regulacijom, 
lokalizacijom unutar ćelije i osetljivošću na inhibitore (Alderton i sar., 2001). Sve izoforme 
NOS funkcionišu kao homodimeri, veličine od 131 do 160 kDa i sadrže oksigenazni i 
reduktazni domen (Slika 7.) (Steinert i sar., 2010).  
 





Slika 7. Shematski prikaz građe NOS 
nNOS- neuronska NOS; eNOS- endotelna NOS; iNOS- inducibilna NOS; NH2- amino domen 
enzima; PDZ- domen od oko 200 aminokiselina na nNOS; Hem- gvožđe protoporfirin IX; 
CaM- kalmodulin; BH4- tetrahidrobiopterin; FMN- flavin mononukleotid; FAD- flavin 
adenin dinukleotid; NADPH- nikotinamid adenin dinukleotid fosfat; COOH- karboksilni 
domen enzima. (preuzeto i modifikovano od Steinert, 2010) 
 
NOS enzimi katalizuju reakciju u kojoj se L-arginin i molekulski O2 prevode u NO i 
L-citrulin (Slika 8.) (Knowles i Moncada, 1994). Za potpunu aktivaciju NOS neophodna je 
dimerizacija i udruživanje sa dva molekula kalmodulina (CaM). Takođe, za aktivaciju NOS 
enzima potrebno je udruživanje sa sledećim kosupstratima: nikotinamid adenin dinukleotid 
fosfat (NADP) i O2, kao i nizom kofaktora: tetrahidrobiopterin (BH4), flavin 
mononukleotid/flavin adenin dinukleotid (FMN/FAD) i hem (Baek i sar., 1993). Reakcija 
nastanka NO katalizovana NOS enzimima odvija se kroz dve reakcije monooksigenacije. U 
prvoj reakciji se dva elektrona, nastala dehidrogenacijom NADPH na reduktaznom domenu, 
preko FAD i FMN prenose do hema na oksigenaznom domenu. U drugoj reakciji preneti 
elektroni redukuju O2 i oksiduju L-arginin u L-citrulin i NO u prisustvu kofaktora BH4, koji 
doprinosi stabilizaciji aktivne dimerne forme NOS enzima (Baek i sar., 1993). Kod 
konstitutivno eksprimiranih izoformi NOS, aktivnost enzima je regulisana koncentracijom 
jona Ca2+ unutar ćelije. U visokoj koncentraciji Ca2+ se vezuje za CaM, i Ca2+/CaM aktivira 
NOS preko CaM-vezujućeg domena (Baek i sar., 1993). Nasuprot tome, aktivnost iNOS ne 
zavisi od visoke koncentracije Ca2+ unutar ćelije, jer je CaM čvrsto vezan za iNOS i pri 
niskim koncentracijama jona Ca2+, najverovatnije zato što kod ove izoforme NOS, CaM-
vezujući domen ima drugačiju aminokiselinsku strukturu, te se CaM vezuje za oba domena 




enzima (Lee i Stull, 1998). Sve aktivirane izoforme NOS mogu biti eksprimirane u KVS, gde 
ostvaruju različite biološke efekte (Chen i sar., 2008). Pokazano je da usled smanjene 
dostupnosti supstrata, kosupstrata ili kofaktora dolazi do funkcionalne razgradnje NOS 
dimera, usled čega nastaju monomeri NOS, što rezultuje produkcijom superoksid anjona 
(O2
−) i ONOO- radikala (Knowles i Moncada, 1994).  
 
 
Slika 8. Mehanizam sinteze NO posredstvom NOS enzima 
Na slici je prikazan mehanizam kojim azot-monoksid-sintaza (NOS) sintetiše azot-monoksid 
(NO) i L-citrulin iz L-arginina i molekulskog kiseonika (O2). NADPH- nikotinamid adenin 
dinukleotid fosfat; Ca+2/CaM- kalcijum/kalmodulin; FAD- flavin adenin dinukleotid; FMN- 
flavin mononukleotid; BH4- tetraidrobiopterin. (preuzeto i modifikovano sa 
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/neuro.01.024.2009/full) 
 
1.4.1. Inducibilna azot-monoksid-sintaza (iNOS) - građa i funkcija 
 
Inducibilna izoforma NOS je jedan od članova NOS familije čija je aktivnost 
regulisana na nivou transkripcije i de novo sinteze enzima, nezavisno od unutarćelijske 
koncentracije jona Ca2+ i molekula CaM (Jones i sar., 2007). Gen za iNOS nalazi se na 
hromozomu 17, sastoji se od 26 egzona i 25 introna i dužine je oko 37 kbp (Chartrain i sar., 
1994). iNOS je prvobitno identifikovan u makrofagima (Nathan i Hibbs, 1991), ali se takođe 
eksprimira i u tkivima KVS i organima osetljivim na dejstvo insulina kao što su jetra, 
adipozno tkivo i skeletni mišići (Fujimoto i sar., 2005). Za razliku od ostalih izoformi NOS 




koje se eksprimiraju konstitutivno, iNOS se eksprimira u odgovoru na parazitske 
mikroorganizme, inflamatorne citokine, faktore rasta, visoku koncentraciju MK, 
hiperglikemiju itd. (Szabo i sar., 1994; Geller i sar., 1995; Shimabukuro i sar., 1997). Poznato 
je da je za aktivaciju i stabilizaciju homodimerne forme iNOS, kao i ostalih članova NOS 
familije, neophodno prisusutvo L-arginina i kofaktora BH4 (Slika 9.) (Aktan, 2004).  
 
 
Slika 9. Shema stvaranja aktivne dimerne forme iNOS proteina 
Nakon sinteze iNOS proteina, formira se reduktazni domen iNOS monomera u prisustvu 
kalmodulina (CaM), flavin adenin dinukleotida (FAD) i flavin mononukleotida (FMN). 
Prenos gvožđa protoporfirina IX (Hem) na oksigenazni domen podstiče dimerizaciju 
proteina, a prisustvo tetrahidrobiopterina (BH4) i arginina doprinosi stabilizaciji aktivne 
dimerne forme iNOS. Preuzeto i modifikovano iz (Aktan, 2004). 
 
U odsustvu supstrata ili kofaktora, iNOS ostaje neaktivan u formi monomera, usled 
čega dolazi do stvaranja O2
- na reduktaznom domenu iNOS, što dovodi do oksidativnog 
stresa (Xia i sar., 1998; Zhang i sar., 2007). Jednom eksprimiran iNOS ostaje konstantno 
aktivan do degradacije enzima i sintetiše velike količine NO (od 10nM do 1000 µM), usled 
čega može doći do nastanka reaktivnih vrsta azota (RNS, engl. Reactive Nitric Species) i 
nitrozativnog stresa (Nathan i Hibbs, 1991). Ovako nastali NO ima važnu ulogu kako u 
citoprotekciji tako i u citotoksičnosti, zavisno od njegove koncentracije u ćeliji (Thomas i 
sar., 2008). Koncentracija NO u okviru referentnih vrednosti doprinosi preživljavanju i 
proliferaciji ćelija, dok visoka koncentracija NO dovodi do zaustavljanja ćelijskog ciklusa, 
apoptoze i starenja ćelija (Thomas i sar., 2008). Do apoptoze endotelnih ćelija dolazi usled 
oksidacije, nitrozacije i nitracije niza enzima i receptora proteina uključenih u proces 
apoptoze ćelija posredstvom ROS i RNS, nastalih aktivnošću iNOS (Kim i sar., 1999; 
Kotamraju i sar., 2003). iNOS je jedan od ključnih medijatora inflamacije i ima važnu ulogu 




u pravilnom funkcionisanju imunskog sistema sisara (Bogdan i sar., 2000). U stanju akutne 
inflamacije, NO u makrofagima poreklom od iNOS ostvaruje ulogu u odbrani organizma od 
patogenih mikroorganizama tako što se vezuje za gvožđe u katalitičkim domenima niza 
enzima, kao što su enzimi uključeni u lanac transporta elektrona u mitohondrijama, reduktaze 
ribonukleotida i enzime uključene u ciklus limunske kiseline i na taj način inhibira njihovu 
aktivnost i ostvaruje citotoksične i citostatske efekte (Nathan i Hibbs, 1991). U krvnim 
sudovima iNOS ostvaruje ulogu u regulaciji vaskularnog tonusa i održavanju integriteta 
vaskulature, tako što smanjuje: vaskularnu permeabilnost, agregaciju trombocita, adheziju 
leukocita za endotel i proliferaciju VSMC (Papapetropoulos i sar., 1999; Shah, 2000). 
Pokazano je da u stanju ishemije, iNOS zajedno sa faktorom rasta vaskularnog endotela 
(VEGF, engl. Vascular Endothelial Growth Factor) posreduje u procesu angiogeneze (Kroll i 
Waltenberger, 1998; Ostendorf i sar., 2004; Nematollahi i sar., 2009). Dayal i saradnici su 
istakli da je u fiziološkim i/ili blago patološkim stanjima iNOS slabo eksprimiran u VSMC, 
stoga ostvaruje protektivnu ulogu, odnosno smanjuje oksidativni stres i vaskularne 
komplikacije (Dayal i sar., 2014). Nasuprot tome, povećana ekspresija iNOS može da ošteti 
važne molekule u ćeliji, kao što su DNK, proteini i lipidi, i na taj način dovede do razvoja 
inflamatornih, neurodegenerativnih i autoimunskih bolesti, kao i brojnih vaskularnih 
komplikacija (Kroncke i sar., 1991; Saluja i sar., 2011). 
 
1.4.2. Molekulski mehanizmi regulacije ekspresije i aktivnosti iNOS 
 
Regulacija ekspresije i aktivnosti iNOS posredovana je brojnim hormonima, 
inflamatornim citokinima, transkripcionim faktorima, kinazama, AGE i ROS (Xie i sar., 
1994; Eizirik i sar., 1996; Sun i sar., 2010; Zhang i sar., 2017). Ekspresija gena za iNOS 
regulisana je, pre svega, na nivou transkripcije, a zatim na nivou de nivo sinteze enzima. 
Brojni činioci, kao što su: citokini, lipopolisaharidi (LPS), AGE i ROS, mogu dovesti do 
aktivacije transkripcionih faktora su uključenih u transkripciju gena za iNOS, među kojima je 
i NFκB (Xie i sar., 1994; Zhang i sar., 2017). Signalni putevi koji su uključeni u aktivaciju 
transkripcionih faktora variraju u zavisnosti od tipa ćelija (Murdolo i Smith, 2006; Musunuru, 
2010).  
Familiju NFκB čine pet članova: p65 (RelA), RelB, c-Rel, NFκB1 (p50 i njegov 
prekursor p105) i NFκB2 (p52 i njegov prekursor p100). Kako bi se vezali za DNK i 
promenili ekspresiju gena, članovi NFκB familije formiraju homodimere ili heterodimere 




(Xiao, 2004). NFκB je najčešće prisutan u formi heterodimera p65/p50 i ima važnu ulogu u 
regulaciji ekspresije gena uključenih u odgovoru organizma na inflamaciju (Pahl, 1999; Xiao, 
2004). Kada je u neaktivnom stanju NFκB nalazi se u citosolu, vezan za inhibitorni protein 
(IκB, engl. Inhibitor of NFκB) (Myers, 2004). Za aktivaciju NFκB neophodno je da dođe do 
razgradnje IκB-NFκB kompleksa, tj. do fosforilacije IκB, koju vrši IκB kinaza (IκK, engl. 
IκB Kinase). Akt ili ERK1/2 kinaze mogu da fosforilišu IκK koja se na taj način aktivira i 
potom fosforiliše IκB, nakon čega dolazi do disocijacije IκB-NFκB kompleksa. Slobodni 
NFκB se zatim translocira u jedro gde inicira transkripciju čitavog spektra gena odgovornih 
za sintezu molekula koji posreduju u razvoju inflamacije, uključujući citokine, adhezione 
molekule, iNOS i dr. (Hattori i sar., 2003; Hou i sar., 2009). Hofmann i saradnici su pokazali 
da hiperglikemija može aktivirati NFκB ex vivo u izolovanim mononuklearnim ćelijama 
periferne krvi kod obolelih od IDDM (Hofmann i sar., 1998). Autori su ukazali da je za 
aktivaciju NFκB delimično odgovoran oksidativni stres, jer nakon tretiranja mononuklearnih 
ćelija α-lipoinskom kiselinom koja ima antioksidativna svojstva, dolazi do značajnog 
smanjenja aktivnosti NFκB. Do aktivacije NFκB i sledstvene ekspresije gena za iNOS, dolazi 
i usled visoke koncentracije SMK u plazmi (Barma i sar., 2009), kao i stanja hipoksije 
(Koong i sar., 1994; Rius i sar., 2008) itd.  
U molekulske mehanizme regulacije ekspresije i aktivnosti iNOS uključene su i 
različite kinaze, kao što su: IRS-1, PI3K, Аkt i ЕRК1/2 (Kim i Kim, 2005; Dan i sar., 2008; 
Sudar Milovanovic i sar., 2015; Zafirovic i sar., 2019) (Slika 10.). U stanju DM i IR dolazi 
do aktivacije PKC koja inhibira aktivnost IRS-1 i PI3K, što dovodi do nishodne inhibicije 
Akt kinaze koja reguliše aktivnost NFκB, a time i ekspresiju iNOS (Benoit i sar., 2009; 
Maeno i sar., 2012). Inhibicijom PI3K/Akt signalnog puta izostaje fosforilacija IκK 
posredovana Akt kinazom što sprečava aktivaciju NFκB i sledstvenu transkripciju gena za 
iNOS (Hattori i sar., 2003; Zhang i sar., 2011). Osim toga, sve je veći broj studija koje 
ukazuju na važnu ulogu ERK1/2 u regulaciji ekspresije i aktivnosti iNOS (Zhao i Lee, 1999; 
Slomiany i Slomiany, 2002; Xu i sar., 2006; Panic i Stanimirovic, 2018). Aktivacija ERK1/2 
signalnog puta neophodna je za IL-1β-indukovanu ekspresiju iNOS i sintezu NO u β-ćelijama 
pacova (Larsen i sar., 1998), što ukazuje na potencijalni mehanizam kojim ERK1/2 posreduje 
u apoptozi β-ćelija pankreasa i razvoju IDDM (Pavlovic i sar., 2000). Pokazano je da 
aktivacija ERK1/2 signalnog puta posredovana aktivacijom PKC vodi fosforilaciji IκK i 
aktivaciji NFκB, koji u jedru inicira transkripciju gena za iNOS (Zhao i Lee, 1999; Wen i 
sar., 2011). Mohammad i saradnici su ukazali na ključnu ulogu ERK1/2 signalnog puta u 
razvoju dijabetične retinopatije primenom inhibitora za ERK1/2 koji dovodi do smanjene 




ekspresije iNOS, IL-6, TNF-α i matriks metaloproteinaze 9 (MMP-9, engl. Matrix 
Metalloproteinase 9) u retini pacova sa DM (Mohammad i sar., 2013).  
 
 
Slika 10. Mehanizmi regulacije ekspresije i aktivnosti iNOS u stanju DM i inflamacije 
SMK- slobodne masne kiseline; LPS- lipopolisaharidi; IRS-1- supstrat receptora za insulin 1; 
PI3K- fosfatidilinozitol 3 kinaza; Akt- protein kinaza B; PKC- protein kinaza C; Raf i MEK- 
kinaze kinaze protein kinaza aktiviranih mitogenima; ERK1/2- kinaza regulisana 
vanćelijskim signalima 1 i 2; NFκB- nuklearni faktor κB; IκB- inhibitorni protein NFκB; IκK- 
kinaza inhibitora κB; iNOS- inducibilna azot-monoksid-sintaza; NO- azot-monoksid; ↑- 
povećana aktivnost; ↓- smanjena aktivnost. 
 
1.4.3. Uloga iNOS u razvoju DM i vaskularnih komplikacija 
 
Smatra se da je iNOS je jedan od ključnih medijatora inflamacije i metaboličkih 
poremećaja, kao što je DM (Williams i sar., 1996; Assmann i sar., 2016). U stanju DM dolazi 
do povećane ekspresije gena za iNOS i aktivacije ovog enzima, koji kontinuirano sintetiše do 
1000 puta više NO nego konstitutivne forme NOS (Yang i sar., 2010; Di Pietro i sar., 2013; 




Adela i sar., 2015). U mononuklearnim ćelijama, izolovanim iz Langerhansovih ostrvaca 
pankreasa miševa sa DMT1, uočeno je povećanje ekspresije iNOS izazvano povećanim 
nivoom inflamatornih citokina, kao što su IL-1 i interferon gamma (IFNγ) u poređenju sa 
vrednostima istih parametara kod zdravih miševa (Rabinovitch i sar., 1996; Kato i sar., 2003). 
Pokazano je da je NO, poreklom od iNOS, medijator apoptoze β-ćelija u IDDM, kako kod 
životinja, tako i kod ljudi (Eizirik i sar., 1994). U prilog tome ide i uočeno povećanje 
ekspresije iNOS u β-ćelijama pankreasa miševa sa DM (Muhammed i sar., 2012), kao i to da 
su „knockout“ miševi sa delecijom gena za iNOS otporni na DM izazvan streptozotocinom 
(Rabinovitch i sar., 1996). Povećana ekspresija iNOS u jetri miševa može inhibirati dejstvo 
insulina, jer dovodi do nitracije insulina kao i molekula uključenih u molekulski mehanizam 
delovanja insulina (Carvalho-Filho i sar., 2005; Charbonneau i Marette, 2010). Usled nitracije 
insulina dolazi do narušavanja njegovih fizičko-hemijskih osobina, sposobnosti vezivanja za 
receptor insulina, kao i njegove funkcije u metabolizmu glukoze (Chi i Huang, 2007; House i 
sar., 2015). Akutno izlaganje primarne kulture β-ćelija visokim koncentracijama RNS dovodi 
do oštećenja DNK i apoptoze β-ćelija (Delaney i sar., 1996; Eizirik i sar., 1996). Pokazano je 
da primena inhibitora iNOS sprečava razvoj DM u različitim animanim modelima (Corbett i 
sar., 1993; Shimabukuro i sar., 1997), dok inhibicija iNOS u Langerhansovim ostrvcima 
pacijenata sa DMT2 dovodi do povećane vitalnosti β-ćelija i sekrecije insulina (Muhammed i 
sar., 2012). Sve navedeno ukazuje na terapeutski potencijal iNOS enzima u prevenciji i 
lečenju DM i vaskularnih komplikacija. 
Razvoj mikrovaskularnih i makrovaskularnih komplikacija kod obolelih od DM 
dovodi se u vezu sa povećanom ekspresijom i aktivnošću iNOS (Fujimoto i sar., 2005; 
Nagareddy i sar., 2009; Yang i sar., 2010). Pokazano je da je citokinima izazvana aktivacija 
iNOS u makrofagima, limfocitima i VSMC povezana sa procesom ateroskleroze kod 
životinja i čoveka (Buttery i sar., 1996; Behr-Roussel i sar., 2000; Kuhlencordt Peter i sar., 
2001) i da postoji statistički značajna pozitivna korelacija između ekspresije iNOS i veličine 
aterosklerotskih lezija (Alfon i sar., 1999). iNOS preferencijalno promoviše formiranje 
ONOO- u procesu ateroskleroze što doprinosi lipidnoj peroksidaciji i oštećenju vaskulature 
(Buttery i sar., 1996). Osim toga, iNOS može biti aktivni učesnik u procesu rupture 
aterosklerotskog plaka kod karotidnih arterija ljudi (Behr-Roussel i sar., 2000). Leal i 
saradnici su ukazali na postojanje direktne veze između NO sintetisanog iz iNOS i rane faze 
nastanka dijabetične retinopatije (Saluja i sar., 2011). Takođe je pokazano da hronična 
hiperglikemija dovodi do vaskularne i glomerulne disfunkcije, posredstvom mehanizma koji 
uključuje povećanu sintezu NO u serumu (Chiarelli i sar., 2000).  




1.5. Vaskularne komplikacije kod pacijenata sa IDDM 
 
1.5.1. Mehanizam nastanka vaskularnih komplikacija 
 
Razvoj vaskularnih komplikacija kod obolelih od DM je složen proces. Smatra se da 
brojne biohemijske promene nastale usled poremećaja u metabolizmu glukoze mogu 
doprineti povredi, pre svega, malih krvnih sudova (arteriole, kapilari, venule), njihovom 
remodelovanju i posledičnoj hipoksiji ćelija i tkiva (Rask-Madsen i King, 2013). Mali krvni 
sudovi imaju važnu ulogu u održavanju krvnog pritiska, kao i transportu gasova i hranljivih 
materija do ćelija i tkiva. Poseduju regulatorne sisteme kojima kontrolišu propustljivost 
nutrijenata i gasova kroz membrane endotelnih ćelija krvnih sudova, kao i mišićnu aktivnost, 
u svrhu prilagođavanja protoka krvi prema lokalnim metaboličkim potrebama (Orasanu i 
Plutzky, 2009). DM prate promene malih krvnih sudova, arteriola i kapilara u glomerulima, 
retini, miokardu, koži i mišićima, a povećanje permeabilnosti membrana i debljine zida 
krvnih sudova dovodi do razvoja mikroangiopatija (Gordin i Groop, 2016; Stehouwer, 2018). 
U neadekvatno regulisanom IDDM, dugotrajna hiperglikemija dovodi do 
prekomernog opterećenja glavnih puteva metabolizma glukoze i neenzimske glikozilacije 
brojnih supstrata, što dovodi do povećane potrošnje O2 u mitohondrijima, stvaranja ROS i 
posledične hipoksije ćelija i tkiva (Rodriguez-Manas i sar., 2003). Nastalo stanje hipoksije 
dalje narušava intracelularne oksidativne procese i umanjuje funkcionalnost ćelije (Kitada i 
sar., 2010). Usled hipoksije dalje dolazi do aktiviranja alternativnih puteva metabolizma 
glukoze, kao što su: metabolički putevi poliol-sorbitola i protein kinaze C (PKC), put 
heksozamina i produkata glikozilacije (AGE, engl. Advance Glycation End-products). 
Aktivacija alternativnih puteva metabolizma glukoze dovodi so povećanja oksidativnog 
stresa što uzrokuje disfunkciju endotela i ubrzavanja procesa ateroskleroze (Rodriguez-
Manas i sar., 2003; Kitada i sar., 2010). Ubrzana i izražena ateroskleroza kod pacijenata sa 
IDDM klinički se ispoljava smanjenom funkcijom tkiva i organa nastalih usled nedovoljne 
vaskularizacije, tj. ishemije tkiva i organa.  
U mikrovaskularne komplikacije DM mogu se uvrstiti dijabetesna retinopatija, 
dijabetesna nefropatija, polineuropatija i mikroangiopatija, a u makrovaskularne komplikacije 
koronarna, cerebrovaskularna i periferna vaskularna bolest (Slika 11.) (Kitada i sar., 2010).  





Slika 11. Prikaz mikrovaskularnih i makrovaskularnih komplikacija izazvanih DM 
(preuzeto i modifikovanao sa http://diabetes.diabetesjournals.org/content/65/2/331.figures-
only) 
 
Nastanak vaskularnih komplikacija je u direktnoj vezi sa stepenom regulacije 
glikemije kod obolelih od DM (DCCT/EDIC, 2002; Chawla i sar., 2016). Chawla i saradnici 
su uočili postojanje pozitivne korelacije između neadekvatne kontrole glikemije i razvoja 
neuropatije i retinopatije kod obolelih od DM (Chawla i sar., 2016). Podaci kliničkih studija, 
koje su ispitivale vaskularne komplikacije izazvane DM, su pokazali da prisustvo 
mikrovaskularnih komplikacija (posebno retinopatije i nefropatije) kod pacijenata sa DM 
može značajno povećati rizik za pojavu ubrzane ateroskleroze koja, posledično kulminira 
kardiovaskularnim i cerebrovaskularnim poremećajima, kao i prevremenom smrću (Fuller i 
sar., 2001; Chen i sar., 2015). Infarkt miokarda predstavlja jedan od glavnih uzroka 
morbiditeta i mortaliteta kod dijabetičara, a rizik za razvoj infarkta miokarda povećan je za 
dva do pet puta kod pacijenata sa DM (Haffner i sar., 1998). Takođe, pacijenti sa DM imaju 
dva do četiri puta veći rizik za nastanak moždanog udara i bolesti perifernih arterija 
(Jamrozik i sar., 2000). 




1.5.2. Faktori rizika za nastanak vaskularnih komplikacija kod pacijenata 
sa IDDM 
 
Genetska predispozicija, kao i pozitivna porodična anamneza predstavljaju važne 
faktore rizika razvoja vaskularnih komplikacija kod pacijenata sa DM (Al-Kateb i sar., 2008; 
Zoungas i sar., 2014). Kod ispitanika koji su učestvovali u DCCT i studiji „Epidemiologija 
intervencija i komplikacija DM” (EDIC, engl. Epidemiology of Diabetes Interventions and 
Complications), identifikovano je nekoliko genetičkih varijanti na lokusima 3q, 7q i 18q, koje 
povećavaju rizik za razvoj retinopatije i nefropatije kod pacijenata sa DM što ukazuje na 
genetsku osnovu  nastanaka DM i razvoja vaskularnih komplikacija (Al-Kateb i sar., 2008). 
Godine života i dužina trajanja DM ≥ 10 godina, takođe, utiču na razvoj vaskularnih 
komplikacija (Zoungas i sar., 2014). Starije osobe kod kojih je došlo do razvoja DM u ranijoj 
životnoj dobi imaju povećan rizik za razvoj makrovaskularnih komplikacija, koje su 
učestalije kod žena (Natarajan i sar., 2005). Razvoj mikrovaskularnih komplikacija zavisi od 
dužine trajanja DM nezavisno od starosne dobi u kojoj je DM nastupio i svako petogodišnje 
produženje DM povećava rizik za nastanak mikrovaskularnih komplikacija za 28% (Zoungas 
i sar., 2014).  
Među dobro poznatim faktorima rizika za nastanak vaskularnih komplikacija nalaze 
se i arterijska hipertenzija (HTA), gojaznost, IR, dislipidemija, hiperhomocisteinemija 
(HHcy) i stanje inflamacije (Orchard i sar., 2003; Liu i sar., 2010; Liu i sar., 2015; Chen i 
sar., 2015). Kao posledica HTA tokom vremena krvni sudovi postaju manje elastični, usled 
čega dolazi do zadebljanja zida arterija i formiranja aterosklerotskih plakova (Liu i sar., 
2015). Na nivou malih krvnih sudova HTA dovodi do remodelovanja, ali takođe i do 
smanjivanja broja i dužine krvnih sudova usled čega se smanjuje dotok hranljivih materija, 
metabolita i O2 u ćeliju, a time narušava integritet i funkcija ćelija i tkiva (Debbabi i sar., 
2006).  
Sve je više rezultata koji pokazuju da postoji značajan porast prevalence gojaznosti i 
predgojaznosti kod obolelih od IDDM u odnosu na opštu populaciju (Liu i sar., 2010), što 
ukazuje da gojaznost ima važnu ulogu u patogenezi IDDM (DuBose i sar., 2015). Gojaznost 
predstavlja poznat faktor rizika za nastanak IR (Levy-Marchal i sar., 2010). IR nastaje kao 
posledica neosetljivosti perifernih tkiva na dejstvo insulina, a kao posledica toga dolazi do 
smanjenog iskorišćavanja glukoze kao izvora energije, povećane glikogenolize i 
glukoneogeneze u jetri, što sve doprinosi hiperglikemiji (Hunter i Garvey, 1998; Boden, 
1999). Kako bi se održala glikemija u okviru referentnih vrednosti, β-ćelije pankreasa 




kompenzatorno povećavaju sekreciju insulina u početnoj fazi IR, što dovodi do povećanja 
koncentracije insulina u krvi, i sledstveno progresivnog smanjenja funkcije β-ćelija (Taylor, 
2012). Kod osoba koje imaju IR udruženu sa dislipidemijom, inflamacijom i HTA dolazi do 
ranijeg nastanka DM i ubrzanog razvoja ateroskleroze (Vaneckova i sar., 2014; Zhou i sar., 
2014). Razvoj ateroskleroze uzrokuje ishemijsku bolest donjih ekstremiteta kod obolelih od 
DM, usled suženja i/ili začepljenja lumena arterija i posledičnog smanjenja protoka krvi i 
ishranjenosti tkiva, što vremenom umanjuje funkcionalnu sposobnost ekstremiteta 
(Wattanakit i sar., 2005). Procesu ubrzane ateroskleroze, godinama pre samog kliničkog 
ispoljavanja DM, doprinose i promene u koncentraciji i sastavu lipida (Haffner i sar., 1990), 
što se ogleda u povećanoj incidenci morbiditeta i mortaliteta uzrokovanih brojnim 
kardiovaskularnim komplikacijama (Manninen i sar., 1988). Nezavistan faktor rizika za 
razvoj brojnih vaskularnih komplikacija u DM predstavlja i visoka koncentracija metabolita 
metionina, homocisteina (Hcy) u serumu, koja se karakteriše kao stanje 
hiperhomocisteinemije (HHcy) (Wald i sar., 2002). Pokazano je da HHcy pozitivno korelira 
sa IR, utiče na povećano stvaranje ROS i oksidaciju LDL uzrokujući disfunkciju endotela, što 
sve zajedno doprinosi razvoju HTA, ateroskleroze i nastanku vaskularnih komplikacija u DM 
(Heinecke i sar., 1993; Eikelboom i sar., 2000; Sreckovic i sar., 2017). 
Inflamacija ima značajnu ulogu u procesu nastanka i razvoja IDDM i vaskularnih 
komplikacija (Mandrup-Poulsen, 1996; Duncan i sar., 2003). Brojne studije su ukazale na 
važnu ulogu inflamacije u razvoju IR i ateroskleroze kod obolelih od DM (Moller, 2000; 
Rehman i Akash, 2016). Danas je opšte prihvaćeno mišljenje da poremećaj u metabolizmu 
glukoze i masti u DM mogu da podstaknu nastanak inflamatornih procesa (Maedler i sar., 
2002; Meier i sar., 2009). Hiperglikemija i dislipidemija podstiču sintezu inflamatornih 
citokina koji mogu da inhibiraju funkciju β-ćelija pankreasa, kao molekule signalnog puta 
insulina (Kawazoe i sar., 2001; Boni-Schnetzler i sar., 2009). Povećana ekspresija citokina 
indukuje sintezu proteina akutne faze inflamacije u jetri, među kojima je C-reaktivni protein 
(CRP), važan marker inflamacije, ali takođe i pokazatelj postojanja mikrovaskularnih i 
makrovaskularnih komplikacija u DM (King i sar., 2003; Aryan i sar., 2018). Uočeno je 
postojanje veze između visoke koncentracije CRP u serumu i rizika za razvoj DM (Pradhan i 
sar., 2001; Barzilay i sar., 2001). Takođe, rezultati mnogobrojnih studija su pokazali da 
postoji pozitivna korelacija između koncentracije CRP i nivoa HbA1c,  postojanja IR, kao i 
ispoljenosti ateroskleroze (Festa i sar., 2000; Wu i sar., 2002; Moran i sar., 2005). 
 




1.5.3. Dijagnoza vaskularnih komplikacija 
 
Dijagnoza vaskularnih komplikacija izazvanih DM uspostavlja se anamnezom i 
kliničkim pregledom, koji može biti neinvazivan (“Doppler, color duplex” ultrazvučni 
pregled, magnetna rezonanca i kompjuterizovana tomografija) i invazivan (angiografija) 
(Hob, 1991).  
Princip duplex ultrasonografija se zasniva na kombinaciji prikaza dvodimenzionalne 
ultrazvučne slike visoke rezolucije i merenja brzine protoka krvi pomoću spektralne analize 
frekvence i amplitude Doppler talasa (Puttemans i Nemery, 1998). 
„Color doppler“ pregled arterija i vena predstavlja ultrazvučnu metodu koja 
omogućava vizualizaciju različitih morfoloških struktura zida krvnog suda, detektovanje 
aterosklerotskih plakova, procenjivanje rezidualnog lumena, određivanje stepena suženja 
krvnog suda, kao i određivanje brzine protoka krvi (Puttemans i Nemery, 1998).  
Angiografija predstavlja invazivni dijagnostički postupak kojim se ispituje stanje 
krvnih sudova ubrizgavanjem hidrosolubilnog kontrastnog sredstva u krvni sud, koji se zatim 
snima primenom rendgen tehnike (fluoroskopije). U dijagnostici vaskularnih komplikacija 
primenjuje se i magnetno-rezonantna angiografija ili magnetna angiografija, koja funkcioniše 
po principima magnetnog polja, radiofrekventnih talasa i kompjuterske obrade podataka, 
stvarajući dvodimenzionalne slike krvnih sudova. Kompjuterizovana tomografija je 
radiološka metoda koja pored rendgenskog zračenja, koristi i metodu koja se zasniva na 
matematičkoj obradi snimaka uz primenu savremenih računara i programskih paketa u cilju 
stvaranja trodimenzionalnih slika unutrašnjosti krvnih sudova (Bodanapally i sar., 2014). 
 
1.6. Terapija u lečenju DM i vaskularnih komplikacija kod obolelih od 
DM 
 
Kod pacijenata sa IDDM, terapija insulinom je neophodna i podrazumeva doživotnu 
primenu. Pored terapije insulinom, savremena terapija IDDM podrazumeva 
multidisciplinaran pristup u lečenju DM koji osim regulacije nivoa glikemije, podrazumeva i 
terapiju HTA, ali i svih drugih poremećaja koji predstavljaju faktore rizika za razvoj 
komplikacija DM, kao što su gojaznost, IR, dislipidemija i HHcy (Republička stručna 
komisija za izradu i implementaciju vodiča dobre kliničke prakse, 2012).  
 




Terapija DM i vaskularnih komplikacija je složena i obuhvata različite terapeutske 
pristupe, među kojima važno mesto zauzima nefarmakološka terapija, tj. terapija koja 
podrazumeva uravnoteženu ishranu i fizičku aktivnost (Republička stručna komisija za izradu 
i implementaciju vodiča dobre kliničke prakse, 2012). Medikamentna terapija kod obolelih od 
IDDM sastoji se od terapije humanim insulinom ili insulinskim analozima i može se 
primenjivati u dva oblika: primenom subkutanih injekcija penkalom po konvencionalnom 
režimu (jedna do dve pojedinačne doze dnevno) ili intenzivnom insulinskom režimu (tri ili 
više pojedinačnih doza dnevno) i primenom kontinuirane subkutane insulinske infuzije putem 
spoljne prenosne pumpe (Zaric i sar., 2019). U posebnim slučajevima tretman IDDM 
uključuje i transplantaciju endokrinog pankreasa, koja se obično obavlja sinhrono sa 
transplantacijom bubrega. Pokazano je da nakon transplantacije pankreasa može doći do 
poboljšanja bubrežne funkcije, kao i usporavanja procesa ateroskleroze i posledičnog 
zaustavljanja progresije mikroangiopatija i polineruopatija (Republička stručna komisija za 
izradu i implementaciju vodiča dobre kliničke prakse, 2012). Kod obolelih od NIDDM 
primenjuje se i terapija oralnim antihiperglikemicima, a često je neophodna i primena 
antitrombocitne, hipolipemijske i antihipertenzivne terapije. Terapija vaskularnih 
komplikacija često zahteva i lečenje hirurškim putem, koje obuhvata revaskulariziju krvnih 
sudova, amputaciju ishemičnih delova tela i lezija (Aboyans i sar., 2018). 
Uzimajući u obzir da poremećen balans O2 u plazmi ima važnu ulogu u patogenezi 
DM, kao i da terapija insulinom ne dovodi uvek do adekvatne dnevne kontrole nivoa 
glikemije (Gerstein i sar., 2008), neophodna je primena dodatnih terapija kako bi se usporio 
nastanak i razvoj vaskularnih komplikacija obolelih od IDDM. Jedna od neinvazivnih terapija 
koja se pokazala efikasnom u lečenju ishemijskih lezija i vaskularnih komplikacija nastalih 
kao posledica DM, jeste terapija kiseonikom pod hiperbaričnim uslovima (HBK) (Kranke i 
sar., 2004). 
 
1.6.1. Primena terapije kiseonikom pod hiperbaričnim uslovima (HBK) u 
lečenju vaskularnih komplikacija kod obolelih od DM 
 
Terapija HBK je naučno utemeljena metoda lečenja vaskularnih komplikacija, koja se 
zasniva na udisanju 100% O2 pod uslovima povišenog atmosferskog pritiska od 1,6 do 2,8 
ATA u specijalnim hermetički zatvorenim uređajima, tj. hiperbaričnim komorama (Slika 12.) 
(Jain, 2009). Terapija HBK može se vršiti u individualnim hiperbaričnim komorama ili u 
komorama za više pacijenata (obično od 2 do 14). Individualne hiperbarične komore su 




kompresovane sa čistim O2 i pacijenti su slobodno izloženi u ležećem položaju, dok kod 
komora sa više mesta pacijenti udišu čist O2 pod hiperbaričnim uslovima preko zatezne 
maske za lice ili endotrahejne cevi. U zavisnosti od preporuke lekara, terapija HBK može se 
izvoditi od 5 do 40 dana, a tretmani HBK mogu trajati jedan do dva sata, jednom do tri puta 




Slika 12. Prikaz hiperbarične komore za jednog pacijenta 
(preuzeto sa http://www.banja-vrucica.com/en/get-healthy/hyperbaric-chamber/) 
 
Početni efekat povišenog pritiska gasa, pri konstantnoj temperaturi, na ljudsko telo je 
porast hidrostatičkog pritiska, koji povećava parcijalni pritisak gasova i dovodi do smanjenja 
zapremine prostora ispunjenih gasom prema Boyle-Marriott-ovom zakonu. Tokom tretmana 
HBK, rastvorljivost O2 u plazmi se povećava preko 10 puta (> 2000 mmHg), usled čega se 
O2 difuzijom brzo transportuje do udaljenih tkiva (pO2 u tkivima 200 do 400 mmHg) i na taj 
način doprinosi očuvanju vitalnosti tkiva, čija je funkcija izmenjena usled nastale ishemije 
(Thom, 1989).  
Indikacije za primenu HBK terapije su: dekompresiona bolest, odloženo oštećenje 
zračenjem, refraktorni osteomijelitis, termičke opekotine, trovanje ugljen-monoksidom, 
arterijska gasna embolija itd. (Butler i sar., 2008; Shah, 2010). Takođe, terapija HBK može 
povoljno uticati na ishod brojnih ishemijskih stanja nastalih kao posledica DM, kao što su 
cerebralna ishemija, bolest perifernih arterija, gangrenozne rane (dijabetesno stopalo), 
povrede nastale usled ishemije i reperfuzije, okluzija centralne arterije retine itd. (Visona i 
sar., 1989; Karadurmus i sar., 2010). Primena terapije HBK se ne preporučuje kod osoba sa 
bolestima pluća (pneumotoraks), respiratornih i sinusnih infekcije, infekcije uha, visoke 




temperature itd. Zavisno od doze i dužine trajanja terapije HBK, kao i stanja pacijenta usled 
izlaganja HBK, može doći do oksidativne toksičnosti u plućima i nervnom sistemu, acidoze i 
hemolize (Saltzman, 1965).  
Brojne studije su pokazale da terapija HBK pokreće i niz molekulskih mehanizama u 
organizmu koji dovode do pozitivnih terapeutskih efekata, kao što su: poboljšanje sistemske 
hemodinamike i mikrocirkulacije (Zamboni i sar., 1993; Mathieu i sar., 2006), ubrzavanje 
angiogeneze (Marx i sar., 1990), pokretanje procesa antioksidativne zaštite (Ansari i sar., 
1986), povećavanje proliferacije fibroblasta i sinteze kolagena (Yümün i sar., 2016), 
inhibicija inflamacije (Benson i sar., 2003; Zhang i sar., 2008) i smanjenje obima 
aterosklerotskih plakova (Karadurmus i sar., 2010). Povećanje parcijalnog pritiska O2, koji 
ostaje povišen od 4 do 6 sati nakon tretmana HBK, obezbeđuje mitohondrijsku respiraciju i 
preživljavanje ćelija u stanju hipoksije (Thom, 1989), inhibira apoptozu β-ćelija pankreasa 
(Zhang i sar., 2008; Faleo i sar., 2012), smanjuje adheziju leukocita (Benson i sar., 2003) i 
poboljšava baktericidnu aktivnost leukocita (Hohn i sar., 1976), što doprinosi smanjenju 
inflamacije i vaskularnih komplikacija kod pacijenata sa DM (Karadurmus i sar., 2010). 







Osnovna hipoteza ove doktorske disertacije je da tretman HBK ostvaruje povoljne 
efekte kod obolelih od IDDM sa vaskularnim komplikacijama tako što utiče na promenu 
nivoa i sastava MK u plazmi, kao i na regulaciju ekspresije i aktivnosti iNOS u limfocitima, 
posredstvom signalnih molekula, kao što su: IRS-1, PI3K, Akt, ERK1/2 i NFκB. 
U postavci osnovne hipoteze pošlo se od pretpostavke da neadekvatna kontrola IDDM 
dovodi do hiperglikemije, koja je glavni uzrok hipoksije tkiva, poremećaja u metabolizmu 
masti i proteina, što dovodi do nastanka inflamacije i disfunkcije endotela, razvoja 
ateroskleroze i vaskularnih komplikacija kod obolelih od IDDM.  
Naučna hipoteza ove doktorske disertacije je da se u limfocitima obolelih od IDDM 
usled hiperglikemije i hipoksije menja nivo i sastav MK u krvi i povećava ekspresija i 
aktivnost iNOS. Pretpostavka je da dolazi do povećanja nivoa MK koje dovode do 
inflamacije (SFA i n-6 PUFA), a smanjenja nivoa MK koje ostvaruju antiinflamatorne i 
antiaterogene efekte (MUFA i n-3 PUFA), i da se povećava koncentracija markera 
inflamacije i nivoa IGFBP-1 u krvi. Izmenjen nivo i sastav MK u stanju IDDM dovodi do 
poremećaja signalnih puteva insulina (IRS-1/PI3K/Akt i ERK1/2), što za posledicu ima 
aktivaciju NFκB i pokretanje transkripcije gena za iNOS.  
Pretpostavlja se da terapija HBK sprečava hipoksiju, smanjuje inflamaciju i 
vaskularne komplikacije tako što snižava glikemiju, koncentraciju lipida i markera 
inflamacije, a osim toga menja sastav MK plazme povećavajući nivo pojedinačnih MUFA i 
n-3 PUFA, a smanjujući nivo pojedinačnih SFA i n-6 PUFA. To dovodi do inhibicije 
ekspresije NFκB i posledičnog smanjenja ekspresije i aktivnosti iNOS, molekulskim 
mehanizmom koji uključuje IRS-1, PI3K, Akt i ERK1/2 signalne molekule u limfocitima 
pacijenata sa IDDM. 
 






3. Ciljevi rada  
 
U skladu sa obrazloženom hipotezom, postavljeni su ciljevi istraživanja obuhvaćeni 
ovom doktorskom disertacijom.  
Ciljevi istraživanja bili su izučavanje uticaja terapije HBK na:  
1. koncentraciju parametara metabolizma glukoze u plazmi obolelih od IDDM;  
2. koncentraciju lipida u plazmi obolelih od IDDM; 
3. nivo i sastav MK u plazmi obolelih od IDDM; 
4. koncentraciju markera inflamacije kao što su CRP, Hcy i NO u plazmi i serumu 
obolelih od IDDM; 
5. regulaciju ekspresije i aktivnosti iNOS u limfocitima obolelih od IDDM; 
6. ekspresiju IRS-1, PI3K, Akt, ERK1/2 i NFκB, i ulogu ovih signalnih molekula u 
regulaciji ekspresije i aktivnosti iNOS u limfocitima obolelih od IDDM izloženih 
terapiji HBK; 
7. ekspresiju IGFBP-1 u serumu obolelih od IDDM. 





4. Materijal i metode 
 
4.1. Dizajn istraživanja i način izbora ispitanika 
 
Istraživanja u okviru ove doktorske disertacije su dizajnirana kao prospektivna 
pilot studija u saradnji sa Službom za endokrinologiju i dijabetes, Službom za 
baromedicinu, kao i Odeljenjem internističke intenzivne nege Kliničko-bolničkog centra 
(KBC) Zemun u Beogradu, u periodu od oktobra 2017. godine do decembra 2018. 
godine. Ovom studijom je obuhvaćeno 52 ispitanika obolelih od DM i perifernih 
vaskularnih komplikacija, od kojih je kod 37 ispitanika postavljena dijagnoza IDDM, a 
kod preostalih 15 ispitanika NIDDM.  
 
 
Slika 1. Prikaz odabira ispitanika uključenih u studiju 
DM- diabetes mellitus; IDDM- insulin-zavisni DM; NIDDM- insulin-nezavisni DM.
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Kriterijumi za uključivanje ispitanika u studiju bili su:  
1. klinički potvrđen IDDM sa perifernim vaskularnim komplikacijama, 
2. odsustvo zapaljenskih procesa i ulceracija na ekstremitetima kao posledica DM, 
3. izlaganje terapiji HBK po prvi put, 
4. odsustvo kontraindikacija za terapiju HBK. 
Od 37 pacijenata sa IDDM i perifernim vaskularnim komplikacijama, ukupno je 
28 pacijenata ispunilo sve kriterijume za uključivanje u studiju i kompletiralo terapiju 
HBK u trajanju od 10 tretmana.  
Sve eksperimentalne procedure u okviru ove doktorske disertacije bile su u 
skladu sa etičkim principima Helsinške deklaracije o medicinskim istraživanjima i 
principima dobre naučne i kliničke prakse. Odobrenje za sprovođenje istraživanja dao je 
Etički komitet KBC Zemun, Beograd (broj 575/1). Svim pacijentima je pre početka 
ispitivanja detaljno objašnjen cilj istraživanja i značaj njihovog učešća u njemu. 
Saglasnost za učešće u istraživanjima pacijenti su dali svojim pismenim pristankom 
nakon pročitanog teksta za informisanje pacijenta.   
 
4.2. Postupak regrutovanja ispitanika 
 
Ispitanicima je dijagnoza perifernih vaskularnih komplikacija nastalih usled DM 
tj. dijabetičnih angiopatija, ustanovljena anamnezom, kliničkim ultrazvučnim 
pregledom krvnih sudova u matičnim KBC od strane nadležnih radiologa, vaskularnih 
hirurga i užih specijalista baromedicine. Nakon kliničke potvrde vaskularnih 
komplikacija nadležna lekarska komisija je uputila ispitanike na odeljenje za 
baromedicinu, KBC Zemun u skladu sa pravilnikom o načinu, postupku i indikacijama 
za upućivanje osiguranih lica na lečenje hiperbaričnom oksigenacijom ("Sl. glasnik 
RS", br. 81/2015 - dalje: Pravilnik).  
Pri prvoj poseti lekaru užem specijalisti za baromedicinu KBC Zemun 
prikupljeni su podaci od ispitanika vezani za demografske (pol i starost) i kliničke 
karakteristike (tip DM i komorbiditeti), kao i vrstu terapije (grupa lekova, naziv leka, 
oblik u kome se daje leka, doza i režim doziranja). Neposredno pre početka terapije 
svim ispitanicima su urađene antropometrijske analize i izmeren je arterijski krvni 
pritisak sfingomanometrom. 
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4.3. Terapija HBK 
 
Terapija HBK podrazumevala je izlaganje ispitanika 100% molekulskom 
kiseoniku pod pritiskom do 2,4 apsolutnih atmosfera (ATA) u individualnim 
hiperbaričnim komorama Dräger 1000/1200 (Drägerwerk, Libek, Nemačka) u trajanju 
od 1 sata dnevno tokom 2 nedelje (ukupno10 tretmana). Ispitanici su tokom bolničkog 
lečenja bili na adekvatnom režimu ishrane prema savetu lekara (dnevna kalorijska 
vrednost obroka 1800 kcal, tri obroka i dve užine). Svim ispitanicima su u jutarnjim 
časovima, nakon dvanaestočasovnog gladovanja, pre početka terapije HBK i posle 
završenih 10 tretmana HBK, uzeta su po dva uzoraka periferne venske krvi 
venepunkcijom prednje kubitalne vene za dalje hematološke i biohemijske analize, kao i 
analizu proteina od interesa (western blot). Za ispitivanje efekta terapije HBK u trajanju 
od 10 tretmana pacijenti sa IDDM pre terapije HBK predstavljali su sami sebi kontrolu.  
 
4.4. Metode rada  
 
4.4.1. Određivanje antropometrijskih parametara 
 
Sprovedena su sledeća antropometrijska merenja: telesna visina, telesna masa i 
indeks telesne mase (BMI, engl. Body Mass Index). Za merenje telesne visine korišćen 
je metar sa preciznošću od 0,1 cm, a dobijene vrednosti izražavane su u centrimetrima 
(cm). Za merenje telesne mase korišćena je medicinska decimalna vaga preciznosti 0,1 
kg, a vrednosti su izražavane u kilogramima (kg). BMI je izračunavan kao odnos telesne 
mase i kvadrata telesne visine izražene u kg/m2. Predgojaznost je definisana pri 
vrednostima BMI od 25 do 30 kg/m2, a gojaznost pri vrednostima BMI ≥ 30 kg/m2 
(Peytremann-Bridevaux i Santos-Eggimann, 2008). 
 
4.4.2. Merenje krvnog pritiska 
 
Sistolni i dijastolni krvni pritisak ispitanika mereni su pomoću sfingomanometra 
po metodi Riva-Rocci sa preciznošću od 1 milimetra živinog stuba (mmHg). Merenje je 
izvršeno u jutarnjim časovima u sedećem položaju, nakon petominutnog mirovanja. 
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Dobijene vrednosti su izražavane u mmHg. Hipertenzijom se smatraju vrednosti 
sistolnog pritiska ≥ 140 mmHg i dijastolnog pritiska ≥ 90 mmHg (Lee i sar., 2018).  
 
4.4.3. Određivanje biohemijskih parametara  
 
4.4.3.1. Izdvajanje seruma i plazme iz krvi pacijenata sa IDDM 
 
Nakon uzimanja uzorka krvi serum je izdvajan u epruvete koje nisu sadržale 
antikoagulans. Nakon perioda potrebnog za koagulaciju (30 minuta), serum je iz krvi 
izdvojen centrifugiranjem u trajanju od 15 minuta na 3000 rpm, dok je plazma izdvajana 
u epruvete sa antikoagulanasom (EDTA, engl. Ethylenediaminetetraacetic Acid), 
centrifugiranjem na sobnoj temperaturi, 15 minuta na 4000 rpm na kliničkoj centrifugi 
Rotofix 32A (Hettich, Tuttlingen, Nemačka). Iz dobijenih supernatanata (plazma i 
serum) odmah su urađene određene biohemijske analize, dok je ostatak supernatanata 
alikvotiran i čuvan na -20 oC za dalje biohemijske, hormonske i molekulske analize. 
 
4.4.3.2. Hematološke analize pacijenata sa IDDM 
 
Od hematoloških analiza određivana je kompletna krvna slika: broj leukocita, 
eritrocita i trombocita, kao i nivo hemoglobina (Hb) i hematokrita iz uzorka pune krvi 
ispitanika. Analiza kompletne krvne slike određivana je metodom protočne citometrije, 
uz korišćenje Beckman Coulter reagenasa na automatskom hematološkom brojaču DxC 
800 (Beckman Coulter, Brea, CA, SAD).  
 
4.4.3.3. Određivanje koncentracije parametara metabolizma 
glukoze 
 
4.4.3.3.1. Određivanje nivoa glikozilovanog hemoglobina (HbA1c) u 
krvi pacijenata sa IDDM 
 
Nivo HbA1c u krvi određivan je iz uzorka pune krvi imuno-inhibicionom 
metodom na automatskom analizatoru Cobas c 501 (Roche Diagnostics, Risch-
Rotkreuz, Švajcarska), uz korišćenje kompleta reagenasa istoimenog proizvođača.  
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Predtretman uzorka za kvantitativno određivanje nivoa HbA1c u krvi, sastoji se 
od tretiranja uzoraka pune krvi lizirajućim reagensom kako bi se oslobodio Hb iz 
eritrocita. Dodavanjem natrijum lauril sulfata (SLS, engl. Sodium Lauryl Sulfate) 
nastaju Hb-SLS kompleksi, čiji je apsorpcioni maksimum očitavan na 525 nm. 
Koncentracija Hb-SLS kompleksa je proporcionalna koncentraciji ukupnog Hb u 
uzorku.  
Kako bi se odredio nivo HbA1c u krvi iz druge frakcije uzorka izvršena je 
denaturacija HbA1c lizirajućim reagensom (kalijum fericijanid i saharoza laurat). 
Princip metode se zasniva na vezivanju denaturisanog HbA1c iz uzorka za anti-HbA1c 
antitela imobilisana na lateks česticama. U inhibicionoj reakciji aglutinacije dolazi do 
vezivanja viška anti-HbA1c antitela dodavanjem aglutinatora sa sintetičkim antigenima. 
Koncentracija HbA1c određivana je merenjem inhibicione reakcije aglutinacije na 
talasnoj dužini od 625 nm. Nivo HbA1c izražavan je kao % u odnosu na ukupni Hb u 
krvi. Prisustvo DM je potvrđeno onda kada je izmerena vrednost iznosila HbA1c ≥ 
6,5%.  
 
4.4.3.3.2. Određivanje glikemije pacijenata sa IDDM 
 
Glikemija ispitanika određivana je iz uzorka seruma pacijenata sa IDDM 
korišćenjem GLUC-PAP kompleta (Randox, Crumlin, Velika Britanija) na 
automatskom biohemijskom analizatoru Rx Daytona (Randox, Crumlin, Velika 
Britanija), prema uputstvu proizvođača.  
Određivanje glikemije zasniva se na reakciji oksidacije glukoze u glukonsku 
kiselinu i vodonik peroksid (H2O2) u prisustvu enzima glukozo-oksidaze. Nastali H2O2 
reaguje sa 4-aminofenazonom i fenolom u prisustvu peroksidaze, gradeći iminohinon i 
vodu. Stvaranje iminohinona dovodi do promene boje reakcione smeše, čiji je intenzitet 
određivan merenjem apsorbancije svetlosti na talasnoj dužini od 505 nm. Intenzitet 
nastale iminohinonske boje direktno je proporcionalan nivou glukoze u krvi. Glikemija 
je izražavana u mmol/l.  
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4.4.3.3.3. Određivanje koncentracije insulina u serumu pacijenata sa 
IDDM 
 
Koncentracija insulina određivana je iz uzorka seruma ispitanika 
radioimunološkom (RIA; engl. Radioimunoassay) metodom uz korišćenje RIA INS 
(PEG) komercijalnog kompleta (INEP, Zemun, R. Srbija) na gama-scintilacionom 
brojaču 1219 RackBeta (LKB, Belgija).  
Određivanje koncentracije insulina u serumu zasniva se na kompetitivnom 
vezivanju insulina iz uzorka i radioaktivno obeleženog (J125) insulina za određeni broj 
epitopa na specifičnim anti-insulin antitelima (Kagan, 1975). Na ovaj način nastali 
radioaktivno obeleženi i neobleženi imuno kompleksi dalje se talože uz pomoć 
imunoadsorbenta (30 minuta na sobnoj temperaturi), dok nevezani insulin (obeleženi i 
neobeleženi) i antitela ostaju u tečnoj fazi. Koncentracija obeleženih kompleksa 
određivana je na osnovu očitavanja radioaktivnosti imuno kompleksa na gama-
scintilacionom brojaču. Koncentracija obeleženih kompleksa obrnuto je proporcionalna 
koncentraciji insulina u uzorku.  
Postupak je izvođen tako što je u 50 µl alikvota seruma ispitanika dodavano 50 
µl J125- insulina i 50 µl anti-insulin antitela. Sadržaj je mešan na vorteksu i inkubiran na 
sobnoj temperaturi 20 sati, nakon čega je dodavano 250 µl imunoadsorbenta. Sadržaj je 
potom mešan i inkubiran na sobnoj temperaturi 30 minuta, nakon čega je centrifugiran 
25 minuta na 3000 rcf. Nakon toga je supernatant uklanjan, a iz taloga je merena 
radioaktivnost na gama-scintilacionom brojaču 1219 RackBeta (LKB, Belgija). 
Koncentracija insulina je određivana na osnovu standardne krive konstruisane 
koriščenjem serije standarda poznate koncentracije insulina (od 3,125 do 100 mlU/ml) i 
izražavana u mlU/ml seruma. 
 
4.4.3.4. Određivanje koncentracije parametara lipidnog profila 
 
Koncentracija ukupnog holesterola, Tg i HDL u plazmi ispitanika određivana je 
standardizovanom metodom enzimskog bojenja na automatskom analizatoru Cobas 
Integra 400+ (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Švajcarska), korišćenjem 
komercijalnih kompleta istog proizvođača.  
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Vrednosti holesterola bez HDL (zbir lipoproteina vrlo male gustine (VLDL, 
engl. Very Low Density Lipoproteins) i LDL, tj. svih lipoproteina koji sadrže apo B-
100), LDL, rizika ateroskleroze i rizika kardiovaskularnih bolesti, izračunavani su na 
sledeći način: koncentracija holesterola bez HDL izračunavana je kao razlika 
koncentracije ukupnog holesterola i HDL.  
Koncentracija LDL određivana je korišćenjem jednačine po Fridevaldu i saradnicima 
(Friedewald i sar., 1972): 
LDL = ukupni holesterol - HDL – 0,45 × Tg [mmol/l]. 
Rizik ateroskleroze predstavljen je kao količnik koncentracije LDL i HDL, a rizik za 
razvoj kardiovaskularnih bolesti kao količnik koncentracije ukupnog holesterola i HDL 
(Dobiasova, 2006). Koncentracija lipida u plazmi izražavana je u mmol/l.  
 
4.4.3.5. Određivanje koncentracije fosfolipida u plazmi pacijenata 
sa IDDM 
 
Koncentracija fosfolipida u plazmi ispitanika određivana je kolorimetrijskom 
metodom po Stjuartu sa manjim modifikacijama (Stewart, 1980). Princip Stjuartovog 
eseja se zasniva na tome da ekstrahovani fosfolipidi u prisustvu vodenog rastvora 
gvožđe(III)hlorid hekshidrata (FeCl3 × 6H2O) i amonijum tiocijanata (NH4SCN) grade 
obojeni kompleks rastvorljiv u hloroformu, čija se apsorbancija očitava na talasnoj 
dužini od 485 nm.  
Postupak je izvođen tako što je u 300 μl plazme ispitanika dodavano 600 μl 
smeše (hloroform: metanol u odnosu 2 : 1). Dobijena smeša je mućkana 20 sekundi, a 
potom centrifugirana na sobnoj temperaturi, 3 minuta na 7000 rpm na centrifugi Galaxy 
16DH (VWR, Radnor, PA, SAD). U donji (hloroformski) sloj, u kome se nalaze 
ekstrahovani fosfolipidi, dodavano je po 400 μl hloroforma, a potom i po 500 μl 
reakcionog reagensa (amonijum-ferotiocijanat). Dobijena smeša je mućkana 20 sekundi, 
a potom centrifugirana 10 minutana 1000 rpm. Nakon uklanjanja gornjeg sloja merena 
je optička gustina uzorka i standarda prema slepoj probi na 485 nm, korišćenjem 
spektrofotometra SmartSpec™ 3000 (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD). Za konstruisanje 
standardne krive korišćene su vrednosti apsorbanci očitavanih za seriju rastvora L-α-
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fosfatidinholina poznate koncentracije (od 0,005 do 0,14 mg/ml). Koncentracija 
fosfolipida je izražavana u mg/ml. 
 
4.4.3.6. Određivanje koncentracije slobodnih MK (SMK) u plazmi 
pacijenata sa IDDM 
 
Koncentracija SMK u plazmi pacijenata sa IDDM određivana je modifikovanom 
kolorimetrijskom metodom po Dunkombu (Duncombe, 1964). Princip metode se 
zasniva na činjenici da ekstrahovane SMK u hloroformu, u prisustvu odgovarajućeg 
reagensa, grade soli bakra. Kada soli bakra dođu u kontakt sa dietilditiokarbamatom 
(DDC, engl. Diethyl-Dithiocarbamate) stvara se kompleksno jedinjenje žute boje, sa 
maksimumom apsorbancije svetlosti na talasnoj dužini od 436 nm.  
SMK su određivane tako što je u 45µl plazme ispitanika dodavano po 225 µl 
trietanolaminskog (TEA) pufera (vodeni rastvor Cu(NO3)2 x 3H2O kome je postepeno 
dodavan 7,5 M TEA i podešen pH na 7,8) i kratko mućkano. U dobijenu smešu potom 
je dodavano po 1125 µl hloroforma i snažno mućkano 20 minuta, čemu je usledilo 
centrifugiranje 10 minuta na 3000 rpm na centrifugi Galaxy 14D (VWR, Radnor, PA, 
SAD). Nakon toga uklanjan je gornji plavo-zeleni sloj (koji sadrži proteine), a u 450 µl 
preostalog hloroformskog sloja (koji sadrži ekstrahovane SMK) dodavano je po 45 µl 
0,2 % DDC. Nakon snažnog mućkanja uzorci su inkubirani 20 minuta na sobnoj 
temperaturi. Apsorbancija uzoraka i standarda je određivana prema slepoj probi u 
spektrofotometru SmartSpec™ 3000 (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD). Intenzitet boje 
novonastalog jedinjenja je proporcionalan koncentraciji SMK. Za konstruisanje 
standardne krive korišćene su vrednosti apsorbanci očitavanih za seriju rastvora 
palmitinske kiseline poznate koncentracije (od 0,1 do 2,5 mmol/l). Koncentracija SMK 
je izražavana u mmol/l. 
 
4.4.3.7. Određivanje nivoa pojedinačnih MK u plazmi pacijenata 
sa IDDM 
 
Određivanje udela pojedinačnih MK u sastavu ukupnih MK lipida plazme 
pacijenata sa IDDM vršeno je prema modifikovanom postupku po Glaseru i 
saradnicima (Glaser i sar., 2010). Priprema uzorka za određivanje MK podrazumevala 
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je mešanje 100 μl uzorka plazme sa 1,5 ml 3 M rastvora metanola u HCl u trajanju od 
30 sekundi, u borosilikatnim staklenim epruvetama. Zatim je vršena kisela hidroliza 
estara MK, njihovo oslobađanje i prevođenje u metil- derivate na temperaturi od 85 °C 
u trajanju od 45 minuta Nakon hlađenja uzoraka na sobnoj temperaturi, ekstrahovane su 
lipidne frakcije dodavanjem 1 ml n-heksana (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), a 
potom je smeša centrifugirana 10 minuta na 1800 rpm. Nakon toga je izdvojeni 
heksanski sloj (oko 600 μl) uparavan do suva u struji azota. Dobijeni uzorci su 
resuspendovani u 10 μl n-heksana, a potom je 1 μl uzorka nanošen na kolonu gasnog 
hromatografa (Shimadzu 2014, Restek, Bellefonte, PA, SAD). Sastav MK u lipidnom 
ekstraktu određivan je nakon hromatografskog razdvajanja metil-estara MK metodom 
gasne hromatografije, korišćenjem kapilarne kolone Restek Rtx 2330 (60 m × 0,25 mm 
× 0,2 μm). Početna temperatura kolone iznosila je 140 °C, a zatim se temperatura 
kolone povećavala za 3 °C u minutu do 210 °C. Pojedinačne MK su identifikovane na 
osnovu retencionih vremena metil-estara MK iz standardne smeše PUFA-2 (Supelco, 
Inc., Bellefonte, PE, SAD). Nivo pojedinačnih MK prikazan je kao procentualni udeo 
pojedinačnih MK u odnosu na sastav ukupnih MK plazme. 
 
4.4.3.8. Određivanje aktivnosti elongaze i desaturaza MK 
 
Pored određivanja sastava MK u plazmi, izračunavana je i aktivnost enzima 
uključenih u elongaciju i desaturaciju MK elongaza i desaturaza ∆5, ∆6 i ∆9. Aktivnosti 
ovih enzima dobijene su izračunavanjem po dole prikazanim formulama (Green i sar., 
2010; Harding i sar., 2015): 
 
Elongaza MK = Stearinska kiselina, 18:0 (%) + Oleinska kiselina, 18:1 (%) /  
Palmitinska kiselina, 16:0 (%) 
∆5 desaturaza = Arahidonska kiselina, 20:4 (%) / Dihomo-γ-linolna kiselina, 20:3 (%) 
∆6 desaturaza = γ-linolna kiselina, 18:3 (%) / Linolna kiselina, 18:2 (%) 
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4.4.3.9. Određivanje koncentracije markera inflamacije 
 
4.4.3.9.1. Određivanje koncentracije C-reaktivnog proteina (CRP) u 
serumu pacijenata sa IDDM 
 
Koncentracija CRP određivana je iz uzorka seruma pacijenata sa IDDM 
imunoturbidimetrijskom metodom na automatskom analizatoru Cobas c 501 (Roche 
Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Švajcarska), uz korišćenje kompleta reagenasa istoimenog 
proizvođača.  
Princip metode zasniva se na reakciji antigen-antitelo u kojoj se CRP vezuje za 
humano anti-CRP antitelo imobilisano na lateks česticama, pri čemu nastaju 
nerastvorljivi imuno kompleksi. Ovako nastali imuno kompleksi povećavaju rasipanje 
svetlosti, tj. smanjuju intenzitet propuštene svetlosti. Rasipanje svetlosti meri se 
turbidimetrijski odnosno merenjem zamućenosti (engl. turbidity) na 570 nm. Smanjen 
intenzitet propuštene svetlosti nerastvorljivih imuno kompleksa proporcionalan je 
koncentraciji CRP u serumu, određivane na osnovu standardne krive konstruisane 
prema seriji standarda poznate koncentracije CRP. Smatra se da inflamacija postoji ako 
je izmerena koncentracija CRP izražavana je u mg/l. Prisustvo inflamacije je definisano 
pri izmerenoj koncentraciji CRP ≥ 5 mg/l. 
 
4.4.3.9.2. Određivanje koncentracije homocisteina (Hcy) u plazmi 
pacijenata sa IDDM 
 
Koncentracija Hcy iz uzorka plazme ispitanika određivana je metodom 
fluorescentne polarizacione imunoanalize (FPIA) uz korišćenje komercijalnih kompleta 
firme Abbott za kvantitativno određivanje ukupne količine L-Hcy u humanim uzorcima, 
na biohemijskom analizatoru AxSYM (Abbott Laboratories, Chicago, IL, SAD), prema 
uputstvu proizvođača (Stauffenberg i sar., 2004).  
Princip metode zasniva se na redukovanju Hcy vezanog za proteine u plazmi uz 
pomoć ditiotreitola (DTT, engl. Dithiothreitol), do slobodnog Hcy, pri čemu se 
slobodan Hcy konvertuje u S-adenozil-L-Hcy (SAH) u prisustvu enzima SAH 
hidrolaze, uz oslobađanje adenozina. SAH i fluorescentno obeleženi SAH se 
kompetitivno vezuju za određeni broj epitopa na specifičnim monoklonskim anti-SAH 
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antitelima, pri čemu nastaju fluorescentno obeleženi i neobeleženi imuno kompleksi. 
Intenzitet polarizovane fluorescentne svetlosti obeleženih imuno kompleksa određivan 
je u FPIA optičkom analizatoru. Koncentracija Hcy u uzorku obrnuto je proporcionalna 
koncentraciji obeleženih kompleksa i izražavana je u μmol/l. HHcy je stanje utvrđeno 
pri izmerenoj vrednosti Hcy ≥ 12 μmol/l (Castanon i sar., 2007). 
 
4.4.3.9.3. Određivanje koncentracije nitrita (NO2-) i nitrata (NO3-)u 
serumu kao krajnjih produkata NO 
 
Koncentracija NO u serumu određivana je indirektno, merenjem koncentracije 
NO2
- i NO3
- kao krajnjih produkata oksidacije in vivo NO. Koncentracija NO2
- i NO3
- 
određivana je modifikovanom kolorimetrijskom metodom nitrat reduktaze i Grisovom 
reakcijom (Hevel i Marletta, 1994), korišćenjem NO2
-/NO3
- kompleta (Nitrate/Nitrite 
Colorimetric Assay Kit, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, SAD) na automatskom 
čitaču za mikrotitarske ploče Wallac 1420 Victor (Perkin Elmer, SAD), prema upustvu 
proizvođača.  
Princip metode zasniva se na dvostepenoj reakciji, u kojoj se uz pomoć 
koenzima NADP+/NADPH zavisne-nitrat reduktaze, NO3
- konvertuju u NO2
- (Slika 2.). 
Dodatkom Grisovog reagensa, dobijeni NO2
- gradi purpurno azo jedinjenje sa 
maksimumom apsorbancije na 570 nm (Slika 3.). Merenjem apsorbancije nastalog azo 
jedinjenja određivana je koncentracija NO. Esej je rađen u mikrotitarskoj polistirenskoj 
ploči sa 96 bunarića. Nakon nanošenja serije standarda NO3
- poznate koncentracije i 
uzoraka seruma u mikrotitar ploču u volumenu od 80 µl, u svaki bunarić dodavano je po 
10 µl kofaktora enzima (BH4, CaM, FAD, FMN i hem), a potom po 10 µl nitrat 
reduktaze. Nakon 3 sata inkubacije na 37 °C u svaki bunarić dodavano je 50 µl 
Grisovog reagensa 1, a odmah potom i 50 µl Grisovog reagensa 2. Nakon inkubacije od 
10 minuta, očitavana je apsorbancija na 570 nm. Koncentracija NO3
- je određivana 
korišćenjem standardne krive konstruisane na osnovu vrednosti apsorbanci očitanih za 
seriju poznatih koncentracija rastvora kalijum nitrata (KNO3). Koncentracija NO2
- i 
NO3
- u serumu izražavana je u µmol. 
 




Slika 2. Konverzija nitrata u nitrite 
 
 
Slika 3. Konverzija nitrita u Azo jedinjenje 
 
4.4.3.10. Određivanje aktivnosti arginaze u serumu pacijenata sa 
IDDM 
 
Aktivnost arginaze u uzorku seruma ispitanika određivana je 
spektrofotometrijskom metodom po Koralizi i saradnicima (Corraliza i sar., 1994). 
Princip metode zasniva se na konvertovanju L-arginina u ureu i L-ornitin pod 
delovanjem enzima arginaze, u prisustvu isonitrosopropiofenona (ISPF). Količina 
nastale uree u ovoj reakciji proporcionalna je aktivnosti enzima arginaze. 
Postupak je izvođen tako što su alikvoti od 100 μl seruma inkubirani 10 minuta 
na 55 °C u 50 μl reakcione smeše „R1“ bez aginina: 10 mM MgC12, 50 mM Tris-HCl, 
pH 7,5). Reakcija je inicirana dodavanjem 50 μl smeše „R2“: 0,5 M L-Arg, 1% 
Na2CO3/ 0,5% NaHCO3, pH 9,7 (L-arginine monohidrochloryde, Kemika, Zagreb, R. 
Hrvatska), u 50 μl aktiviranog uzorka i nastavkom inkubacije u trajanju od 1 sata na 37 
°C. Reakcija je potom zaustavljana dodavanjem 800 μl reakcione smeše „R3“: H2SO4 : 
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H3PO4 : H2O u odnosu 1 : 3 : 7, i 50 μl smeše „R4“: 9% ISPF u 100% etanola (ISPF, 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), zagrevanjem 45 minuta na 100°C. Nakon 
inkubacije od 10 minuta na sobnoj temperaturi u mraku, očitavana je apsorbancija na 
550 nm na spektrofotometru Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Švedska).  
Aktivnost arginaze je određivana korišćenjem standardne krive konstruisane na 
osnovu vrednosti apsorbanci očitanih za seriju poznatih koncentracija rastvora uree 
(Urea, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Aktivnost arginaze izražavana je u nmol 
uree/minuta/mg proteina. 
 
4.4.4. Izolacija limfocita iz krvi pacijenata sa IDDM 
 
Iz svežih uzoraka pune periferne krvi ispitanika, koja je uzimana u u epruvete sa 
dodatkom antikoagulansa (EDTA), izolovane su mononuklearne ćelije, koje čine od 
70% do 90% limfocita i od 10% do 20% monocita, uz pomoć medijuma za razdvajanje 
limfocita (LSM, engl. Lymphocyte separation media; Lymphosep, BioWest S.A.S, 
Nuaillé, Francuska), centrifugiranjem na gradijentu gustine po Bojumu (Boyum, 1968).  
Postupak je izvođen tako što je na dno sterilne epruvete nanošeno 3 ml LSM, a 
zatim je pažljivo naslojeno 5 ml razblaženog uzorka (uzorak pune krvi i 0,9% NaCl u 
odnosu 1 : 1), kako bi se sprečilo mešanje ova dva sloja. Zatim je usledilo 
centrifugiranje 30 minuta na 1600 rpm na sobnoj temperaturi, na centrifugi Rotofix 32A 
(Hettich, Tuttlingen, Nemačka). Na osnovu razlike u gustini, prilikom centrifugiranja, 
razdvajaju se različite komponente krvi. Na vrhu se izdvaja plazma, u sloju između 
plazme i LSM nalazili su se limfociti, dok su u talogu ostajali polimorfonuklearni 
leukociti i eritrociti. Pipetom je pažljivo sakupljen beličasti međusloj, sačinjen od 
leukocita, i alikvotiran u tube zapremine 2 ml. Sadržaj tuba je zatim ispiran tri puta sa 
po 2 ml 1 x PBS puferom, centrifugiranjem 10 minuta na 1200 rpm, na sobnoj 
temperaturi. Nakon poslednjeg ispiranja, PBS je bio odliven, a talozi limfocita su bili 
kratko sušeni na vazduhu, i odmah zatim bili zamrzavani na -70 °C za dalje analize.  
U cilju usporavanja svih ćelijskih procesa, uključujući i degradaciju proteina od 
trenutka uzimanja krvi do trenutka početka izolacije limfocita, krv je čuvana na 
hladnom (+4 °C). Takođe, korišćeni su hladni rastvori za razblaživanje krvi i ispiranje 
taloga limfocita.  
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4.4.5. Analiza ekspresije proteina iz lizata limfocita 
 
4.4.5.1. Izolacija ukupnih proteina iz lizata limfocita pacijenata sa 
IDDM 
 
Ukupni proteini izolovani su iz taloga limfocita izdvojenih iz 9 ml pune 
periferne krvi ispitanika. Talozi limfocita su resuspendovani na ledu u 200 µl pufera za 
liziranje (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 2 mM EDTA, 1% nejonskog detrdženta 
Triton X-100, 10% glicerol, pH 7,4) sa dodatkom koktela inhibitora proteaza 
(Complete, Ultra Mini, EDTA-free Roche, Nemačka) i koktela inhibitora fosfataza 
(PhosSTOP, EASYpack, Roche, Nemačka). Limfociti su lizirani inkubiranjem u puferu 
za liziranje uz rotaciju u trajanju od 1 sata na +4 °C. Nakon liziranja limfocita, odvajani 
su supernatanti centrifugiranjem uzoraka u trajanju od 20 minuta pri brzini od 14000 
rpm na +4 °C na centrifugi Eppendorf 5417R (Eppendorf AG, Hamburg, Nemačka). 
Supernatanti su potom čuvani na -70 oC za merenje ekspresije proteina Western blot 
metodom. 
 
4.4.5.2. Određivanje koncentracije proteina iz lizata limfocita i 
seruma pacijenata sa IDDM 
 
Koncentracija proteina iz limfocita i seruma ispitanika određivana je 
spektrofotometrijskom metodom po Loriju i saradnicima (Lowry i sar., 1951). Metoda 
se zasniva na merenju apsorbancije dva obojena kompleksa. Prvi kompleks je biuretski, 
formira se u baznoj sredini između jona bakra i azota peptidnih veza, a drugi kompleks 
je Folin-Šialteov reagens (fosfomolibdenska i fosfovolframova kiselina) u redukovanom 
stanju. Folin- Šialteov reagens je u oksidovanom stanju žute boje, a pri redukciji 
aminokiselinama tirozinom, triptofanom i cisteinom, menja boju u plavo. Kod ove 
metode intenzitet boje proporcionalan je broju peptidnih veza i broju redukujućih grupa. 
Postupak je izvođen tako što je zapremina od 5 µl resuspendovanog taloga 
limfocita i seruma razblaživana sa 495 µl dejonizovane vode, a potom je 25 µl već 
razblaženog uzorka dodatno razblaživano još četiri puta. U tube sa 100 µl razblaženog 
resuspendovanog taloga i seruma dodavano je 100 µl vodenog rastvora 2% natrijum 
dodecil sulfata (SDS, engl. Sodium Dodecyl Sulphate) i blago mešano na vorteksu, 
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nakon čega je dodavano po 1 ml radnog reagensa (1% rastvora Na-K tartarata u 0,5% 
CuSO4 × 5H2O koji je prethodno 25 puta razblažen u 2% rastvora Na2CO3 u 0,1 M 
NaOH). Nakon mešanja, sadržaj epruvete je inkubiran na sobnoj temperaturi u trajanju 
od 10 minuta, a potom je u inkubacionu smešu dodavano 100 µl Folin-Šialteovog 
reagensa u odnosu 1 : 2, i sadržaj tube mešan na vorteksu. Nakon inkubiranja 20 minuta 
u mraku, izmerena je apsorbancija na 750 nm na spektrofotometru SmartSpec™ 3000 
(Bio-Rad, Hercules, CA, SAD). Intenzitet dobijene boje proporcionalan je koncentraciji 
proteina. Standardna kriva je konstruisana na osnovu vrednosti apsorbancija očitavanih 
za seriju rastvora albumina iz seruma govečeta (BSA, engl. Bovine Serum Albumin) 
poznatih koncentracija (od 0,1 do 0,8 µg/µl). Koncentracija proteina izražavana je u 
µg/µl.  
 
4.4.5.3. Natrijum dodecil sulfat elektroforeza na poliakrilamidnom 
gelu (SDS-PAGE)  
 
Metoda SDS-PAGE (engl. SDS PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) je 
korišćena za određivanje nivoa ekspresije proteina izolovanih iz lizata limfocita i 
seruma ispitanika (Laemmli, 1970). Princip metode zasniva se na razdvajanju 
denaturisanih proteina na osnovu njihovih različitih molekulskih masa u puferu bazne 
pH vrednosti. U cilju postizanja visokog stepena razdvajanja proteina na osnovu 
molekulske mase, korišćen je 4% gel za koncentrovanje proteina (0,5 M Tris-HCl pH 
6,8, akrilamid, bisakrilamid, SDS, amonijumpersulfat (APS), TEMED i H2O), a 10% ili 
12% gel za razdvajanje proteina (1,5 M Tris-HCl pH 8,8, akrilamid, bisakrilamid, SDS, 
APS, TEMED i H2O). Korišćen je pufer za elektroforezu (25 mM Tris-HCl, 192 mM 
glicin, 0,1% SDS i H2O), kao i pufer u kome se pripremaju uzorci proteina za SDS-
PAGE, tj. pet puta koncentrovani Lemli pufer (0,5 M Tris-HCl pH 6,8, 2% SDS, 20% 
glicerol, 0,5% 2-β-mercaptoetanol, 0,1% bromfenol plavo). 
Priprema uzoraka za SDS-PAGE sastojala se od njihovog svođenja na istu 
koncentraciju od 2,2 mg/ml dodatkom određene zapremine pufera za liziranje, a potom 
je u uzorke dodavan pet puta koncentrovani Lemli pufer, u odnosu 1 : 5. Koncentracija 
proteina u pripremljenom uzorku za elektroforezu iznosila je 2 mg/ml. Ovako 
pripremljeni uzorci kuvani su pet minuta na 95 oC, a potom hlađeni na sobnoj 
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temperaturi. U sledećem koraku nanošeno je 20 µl pripremljenog uzorka (40 µg 
ukupnih proteina) u bunariće gela koji su zatim razdvajani pomoću aparature za 
vertikalnu elektroforezu (Bio-Rad Mini-Protean 3 Cell electrophoresis, Bio-Rad 
laboratories, Hercules, CA, SAD). Uzorci su prvo izlagani naponu od 90 V u trajanju 40 
minuta, a zatim naponu od 110V u trajanju 90 minuta.  
Po završetku elektroforeze, lokalizovanje ispitivanih proteina prema 
molekulskoj masi, određivano je korišćenjem 4 µl proteinskog markera- proteina 
(PageRegularTM Prestained Protein Ladder Plus, Thermo Fisher Scientific, Weltam, MA, 
SAD), poznatih molekulskih masa: 10, 17, 28, 36, 55, 72, 95, 130, 250 kDa. 
 
4.4.5.4. Western blot 
 
Po završetku elektroforeze, vršena je detekcija nivoa specifičnih proteina u 
lizatima limfocita i serumu ispitanika Imuno blot, tj. Western blot analizom, koja 
predstavlja semikvantitativnu metodu za analizu proteina. Ispitivani proteini se 
identifikuju korišćenjem specifičnih antitela koja prepoznaju određene aminokiselinske 
sekvence tj. epitope na proteinu od interesa i vezuju se za njih. Nakon elektroforeze, 
razdvojene proteinske frakcije se transportuju na membranu kako bi se omogućilo 
specifično vezivanje antitela za ispitivane proteine.  
Transfer razdvojenih proteinskih frakcija sa gelova na PVDF membrane 
(Immobilon-P membrana, veličine pora 0,45 µm, Millipore Corporation, USA), vršen je 
u aparatu za mokri transfer (Mini Trans-Blot Cell BioRad laboratories, Hercules, CA, 
SAD) tokom 60 minuta pri konstantnoj struji od 360 mA na +4 oC, uz korišćenje pufera 
za transfer (25 mM Tris-HCl pH 8,3, 192 mM glicin i 20% metanol). Uspešnost 
transfera proteina na membranu proveravana je bojenjem membrana u trajanju od 
jednog minuta, uz pomoć rastvora Ponso S (0,1% Ponceau S u 5% sirćetnoj kiselini, 
koji je prethodno razblaživan sa istom zapreminom TBS-T pufera (25 mM Tris, 150 
mM NaCl i 0,1% Tween, pH 8,3). Nakon vizualizacije proteinskih traka na 
membranama, višak rastvora Ponso S uklanjan je ispiranjem membrana prvo 
destilovanom vodom, a potom i TBS-T puferom. Membrane su potom inkubirane u 
trajanju od dva sata na sobnoj temperaturi u puferu za blokiranje (5% rastvor BSA ili 
nemasno mleko u TBS-T), kako bi se smanjilo nespecifično vezivanje antitela za 
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membranu. Nakon toga, uklanjan je višak pufera za blokiranje ispiranjem membrana u 
TBS-T puferu, a zatim su membrane inkubirane sa specifičnim primarnim antitelima 
preko noći, uz konstantnu rotaciju na +4 oC. Primarna antitela su razblaživana po 
preporuci proizvođača, do odgovarajućih koncentracija, u 5% BSA ili nemasno mleko u 
TBS-T (Tabela 1.). Nakon inkubacije sa primarnim antitelima, membrane su ispirane tri 
puta po pet minuta TBS-T puferom na sobnoj temperaturi.  
Tabela 1. Spisak primarnih antitela korišćenih prilikom analize proteina 





anti-β-aktin Santa Cruz Biotechnology sc-81178 1:1000 
anti-iNOS Abcam ab3523 1:500 
anti-NFκB-p65 Santa Cruz Biotechnology sc-372 1:500 
anti-p-NFκB-p65 (Ser536), Cell Signaling sc-93H1 1:500 
anti-IRS-1 Santa Cruz Biotechnology #2382 1:1000 
anti-p-IRS-1 (Ser307) Santa Cruz Biotechnology sc-33956 1:1000 
anti-PI3K p85 Abcam ab40755 1:1000 
anti-PI3K p110α Cell Signalling C73F8 1:1000 
anti-p-Akt (Ser473) Cell Signaling #9271 1:1000 
anti-p-Akt (Thr308) Abcam ab66134 1:500 
anti-Akt Cell Signaling  #9272 1:1000 
anti-pERK1/2(Thr202/Tyr204) Cell Signalling #9101 1:2000 
anti-ERK1/2 Cell Signaling #9102 1:2000 
anti-IGFBP-1 Santa Cruz Biotechnology sc-6072 1:1000 
 
iNOS- inducibilna azot-monoksid-sintaza; NFkB-p65- p65 subjedinica nuklearnog 
faktora kappa B; p- fosforilisana forma; Ser- serin; IRS-1- supstrat receptora za 
insulin-1; PI3K-p85- p85 regulatorna subjedinica fosfatidilinozitol 3 kinaze; PI3K-
p110- katalitička subjedinica fosfatidilinozitol 3 kinaze; Akt- protein kinaza B; Thr- 
treonin; ERK 1/2 - kinaza regulisana vanćelijskim signalima 1 i 2; Tyr- tirozin; IGFBP-
1- protein koji vezuje faktor rasta sličan insulinu 1. 
Membrane su zatim inkubirane u trajanju od 60 minuta, uz mešanje na sobnoj 
temperaturi, sa odgovarajućim sekundarnim antitelom (anti-zečija, anti-mišija, ili anti-
kozija; Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, CA, SAD i Vector Laboratories Inc., 
Burlingame, CA, USA). Sekundarna antitela konjugovana sa alkalnom fosfatazom 
(ALP) ili HRP, su prethodno razblaživana do odgovarajuće koncentracije u 5% rastvoru 
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BSA ili nemasnom mleku u TBS-T. Nakon toga, membrane su ispirane TBS-T puferom 
šest puta po pet minuta na sobnoj temperaturi. Analizirani proteini u uzorku su uočavani 
bojenom reakcijom na samoj membrani nanošenjem supstrata za ALP (BCIP/NBT, 
engl. 5-Bromo-4-Chloro-3-Indoyl Phosphate/ Nitro Blue Tetrazolium Chloride) ili 
supstrata za HRP (ECL, engl. Enhanced Chemiluminescence).  
Postupak ALP metode izvođen je inkubiranjem membrana u 9,8 ml pufera (0,1 
M Tris- HCl (pH 9,5), 0,1 M NaCl, 0,05 M MgCl2) kome je dodavano 200 µl reagensa 
BCIP/NBT (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, SAD), uz blago mešanje u mraku, 
na sobnoj temperaturi, do razvijanja boje. Metoda se zasniva na defosforilaciji BCIP 
pod dejstvom ALP, pri čemu nastali produkt interaguje sa NBT formirajući plavo-
ljubičasto obojeno jedinjenje. Nakon pojavljivanja signala u vidu plavo-ljubičastih traka 
na membranama, koje odgovaraju analiziranim proteinima, membrane su ispirane sa 5% 
BSA rastvora u TBST, sušene, a potom su signali kvantifikovani analizom jačine 
dobijenog signala, koji je proporcionalan nivou ekspresije ispitivanog proteina.  
Postupak HRP metode izvođen je inkubiranjem membrana u ECL reagensu 
(Amersham GE Healthcare, Buckinghamshire, UK i Pierce, Thermo Scientific, 
Waltham, SAD) u trajanju od jednog minuta u mraku, na sobnoj temperaturi. Membrane 
su, zatim, ceđene i postavljane u kasetu za detekciju (Hypercassette, Amersham Life 
Science, SAD), a preko njih je stavljan autoradiografski film (AGFA, Medical X-ray 
film, Belgija), pri čemu je vremenski period u kome je film bio izložen luminiscenciji 
varirao od 30 sekundi do 30 minuta, u zavisnosti od intenziteta dobijenog signala. 
Princip reakcije se zasniva na oksidaciji luminola uz pomoć peroksidaze, pri čemu 
nastaje intermedijarno jedinjenje koje emituje svetlost i na taj način osvetljava film.  
U slučaju kada je na istoj membrani, pored fosforilisane forme proteina, trebalo 
detektovati i ukupnu formu ispitivanog proteina, kao i konstitutivno eksprimirani aktin, 
membrana je ispirana puferom za otklanjanje vezanih primarnih i sekundarnih antitela 
(engl. stripping). Postupak je izvođen tako što je membrana inkubirana na dva puta po 
pet minuta u puferu koji je sadržao 6M guanidin hidrohlorid (CH6ClN3), 0,2% 
deterdženta Triton X, 0,1 M β-mercaptoetanol, 20 mM Tris-HCl, pH 7,5). Nakon toga 
membrana je ispirana tri puta po 10 minuta TBS-T puferomi potom su membrane 
blokirane i inkubirane sa specifičnim antitelima u cilju ispitivanja proteina od interesa. 
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Intenzitet signala dobijenog na membrani tokom ALP metode ili na filmu tokom 
ECL metode odgovara količini specifičnog proteina u analiziranim uzorcima i 
određivan je denzitometrijskom analizom korišćenjem računarskog programa Image J 
1.45s (National Institutes of Health, SAD, http://rsb.info.nih.gov). Izmerene vrednosti 
za optičku gustinu signala proteina izražavane su kao arbitrarna jedinica (AJ) po µg 
proteina i predstavljane su u odnosu na vrednosti β-aktina, korišćenog kao kontrola 
nanošenja jednake količine uzoraka na gel (engl. loading control). Intenzitet signala, tj. 
nivo ekspresije proteina iz lizata limfocita i seruma po završetku HBK terapije, 
upoređivan je sa nivoom ekspresije proteina pre početka HBK terapije i prikazivan je 
kao % promene u odnosu na vrednosti pre početka terapije.  
 
4.4.6. Statistička obrada dobijenih i prikazanih rezultata 
 
Dobijeni rezultati u okviru ove doktorske disertacije su prikazivani kao 
aritmetička sredina ± standardna greška (SEM, engl. Standard Error of Mean) i/ ili kao 
% promene u odnosu na vrednosti pre terapije. Rezultati su predstavljeni tabelarno i 
grafički. Od metoda analitičke statistike korišćeni su testovi za procenu značajnosti 
povezanosti i razlike. Značajnost razlika parametarskih podataka određivana je pomoću 
Studentovog t-testa. Povezanosti između dve željene varijable u celom uzorku, kao i 
nivoi značajnosti korelativnih odnosa određivani su pomoću Spermanovog koeficijenta 
korelacije - ρ u slučajevima neparametarskih, odnosno Pirsonovog koeficijenta - r u 
slučajevima gde su podaci sledili normalnu raspodelu. Statistički značajnom je smatrana 
verovatnoća manja od 0,05. Za statističku obradu podataka korišćen je program SPSS 
18.0 (engl. Statistical Package for the Social Sciences). 







Istraživanja ove doktorske disertacije bavila su se izučavanjem efekta terapije HBK 
na nivo i sastav MK u plazmi, regulaciju ekspresije i aktivnosti iNOS proteina u limfocitima, 
kao i na koncentraciju parametara metabolizma glukoze, lipida i markera inflamacije kod 
obolelih od IDDM. Takođe je izučavan i efekat terapije HBK na signalne molekule uključene 
u molekulski mehanizam delovanja insulina: IRS-1, PI3K, Akt, ERK1/2 i NFκB, kao i 
njihove uloge u regulaciji ekspresije i aktivnosti iNOS u limfocitima pacijenata sa IDDM. 
Osim toga, kod istih pacijenata izučavan je i efekat terapije HBK na ekspresiju IGFBP-1 
proteina.  
U cilju boljeg razumevanja efekta terapije HBK na pacijente sa IDDM i vaskularnim 
komplikacijama korišćen je dizajn ponovljenog merenja na istoj grupi pacijenata, pri čemu su 
vrednosti analizanih parametara pacijenata upoređivane pre i posle terapije HBK.  
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5.1. Demografski podaci pacijenata sa IDDM  
 
Ispitivanu grupu činilo je 28 pacijenata sa IDDM i perifernim vaskularnim 
komplikacijama, prosečne životne dobi 62,4 ± 1,7 (od 41 do 80 godina), od kojih je 7 osoba 
bilo ženskog pola (25%), dok je 21 osoba bila muškog pola (75%).  
 
5.2. Antropometrijski i klinički parametri pacijenata sa IDDM  
 
Prvi deo istraživanja u okviru ove doktorske disertacije odnosio se na merenja 
pojedinih antropometrijskih parametara ispitanika pre početka terapije HBK kao što su: 
telesna masa, telesna visina i BMI. Rezultati prikazani u Tabeli 1. pokazuju da je prosečna 
vrednost TM ispitanika bila 83,2 ± 2 kg, dok je prosečna vrednost TV ispitanika bila 1,75 ± 
0,02 m. Na osnovu navedenih vrednosti TM i TV, izračunata je srednja vrednost BMI, koja je 
pokazatelj uhranjenosti ispitanika. Srednja vrednost BMI ispitanika iznosila je 27,4 ± 0,8 
kg/m2 (od 21,6 do 35,1 kg/m2), i ove dobijene vrednosti ukazuju da su pacijenti sa IDDM 
imali prekomernu telesnu masu tj. da su bili predgojazni (BMI između 25 i 29,9 kg/m2) 
(National Institutes of Health, 1998). 
Tabela 1. Prikaz antropometrijskih parametara ispitanika pre početka terapije HBK 
Parametar Vrednost 
Telesna masa [kg]  83,2 ± 2,0 
Telesna visina [m]  1,75 ± 0,02 
BMI [kg/m2]  27,4 ± 0,8 
 
Rezultati su prikazani kao srednja aritmetička vrednost ± SEM. 
 
Podaci o dužini trajanja DM, kao i postojanju HTA, dobijeni su iz zdravstvenih 
kartona ispitanika. Prosečno trajanje DM bilo je 16 ± 1,8 godina (u opsegu od 3 do 35 
godina), dok je HTA zabeležena kod 20 od 28 ispitanika (71,4%). Dužina trajanja DM ≥ 10 
godina, kao i prisustvo HTA prestavljaju bitne faktore koji ukazuju za razvoj vaskularnih 
komplikacija kod obolelih od IDDM (Zoungas i sar., 2014; Yamazaki i sar., 2018).  
Iz medicinske dokumentacije i popunjenih upitnika od strane ispitanika dobijeni su 
podaci o dodatnim terapijama ispitanika. U Tabeli 2. prikazan je broj ispitanika koji su 
koristili antitrombocitnu, hipolipemijsku i antihipertenzivnu terapiju pre početka HBK. Od 
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antitrombocitne terapije kod pacijenata sa IDDM korišćeni su klopidogrel i acetilsalicilna 
kiselina. Lek klopidogrel inhibira formiranje krvnih ugrušaka i koristi se u lečenju koronarne 
arterijske bolesti, periferne vaskularne bolesti i cerebrovaskularne bolesti. Acetilsalicilna 
kiselina je lek koji se koristi protiv bolova, visoke temperature i inflamacije, a deluje i kao 
antikoagulans, te se koristi u sekundarnoj prevenciji infarkta miokarda. Statini i fibrati su 
korišćeni u svrhu hipolipemijske terapije pacijenata sa IDDM, jer imaju ulogu u regulaciji 
lipidnog statusa, a takođe poboljšavaju toleranciju na glukozu i smanjuju inflamaciju. U 
okviru antihipertenzivne terapije korišćeni su inhibitori enzima koji konvertuju angiotenzin, 
blokatori receptora za angiotenzin, blokatori kalcijumskih kanala, blokatori β-
kateholaminskih receptora i kombinacija antihipertenziva u cilju snižavanja HTA, kao i 
smanjenja rizika za nastanak KVB. 
 
Tabela 2. Prikaz udela ispitanika po antitrombocitnoj, hipolipemijskoj i 
antihipertenzivnoj terapiji pre početka terapije HBK 
Vrsta terapije Medikament n  
Antitrombocitna terapija 
Klopidogrel 3 (11%) 
Acetilsalicilna kiselina 19 (68%) 
Hipolipemijska terapija 
Statini 14 (50%) 
Fibrati 2 (7%) 
Antihipertenzivna 
terapija 
Inhibitori enzima koji konvertuju angiotenzin, 
blokatori receptora za angiotenzin 
blokatori kalcijumskih kanala, 
blokatori β-kateholaminskih receptora i  
kombinacija antihipertenziva 
20 (71%) 
Podaci u tabeli su prikazani kao % broja ispitanika (n) prema određenoj terapiji u odnosu 
na ispitivanu grupu. 
 
5.3. Hematološki parametri pacijenata sa IDDM  
 
U Tabeli 3. prikazani su rezultati hematoloških analiza obolelih od IDDM pre 
početka terapije HBK. Prikazani rezultati su pokazali da se vrednosti svih hematoloških 
parametara ispitanika nalaze u opsegu referentnih vrednosti. 
 
 




Tabela 3. Prikaz hematoloških parametara ispitanika pre početka terapije 
Parametar Vrednost  Referentna vrednost 
  Leukociti [×109/l]   8,5 ± 0,4 3,5 - 10,5 
  Eritrociti [×1012/l]   4,7 ± 0,1  3,9 - 5,7 
  Trombociti [×109/l]    268 ± 18,4 150 - 450 
  Hemoglobin [g/l]  133 ± 2,8  120 - 175 
  Hematokrit [%] 39,4 ± 0,8 35 - 50 
 
Rezultati su prikazani kao srednja aritmetička vrednost ± SEM. 
 
5.4. Parametri metabolizma glukoze u krvi pacijenata sa IDDM  
 
Imajući u vidu da osnovu oboljenja DM čini poremećaj u sekreciji insulina i 
metabolizmu glukoze, u daljem radu su mereni nivo HbA1c u uzorcima krvi pre početka 
terapije HBK, kao i glikemija i koncentracija insulina u uzorcima seruma pacijenata sa IDDM  
pre i nakon izlaganja HBK. 
 
5.4.1. Nivo HbA1c u krvi pacijenata sa IDDM  
 
Prema preporuci WHO, izmereni nivo HbA1c u krvi ≥ 6,5% ukazuje na postojanje 
DM, a kod dugogodišnjih pacijenata sa DM ukazuje na neadekvatnu kontrolu glikemije 
(Sherwani i sar., 2016). Merenja su pokazala da je prosečni nivo HbA1c u krvi ispitanika 
iznosio 8,6 ± 0,1%. Na Slici 1. predstavljeni su rezultati dobijeni nakon linearne regresione 
analize ispitivanih parametara, koja ukazuje na postojanje pozitivne korelacije između nivoa 
HbA1c u krvi i dužine trajanja DM kod ispitanika pre početka terapije HBK (r = +0,523; p < 
0,05). 
 




Slika 1. Prikaz korelacije između nivoa HbA1c u krvi i dužine trajanja DM kod ispitanika 
pre početka terapije HBK 
Nivo HbA1c u krvi prikazan je kao % u odnosu na koncentraciju ukupnog Hb u krvi, a dužina 
trajanja DM prikazana je u godinama. (rezultati su predstavljeni kao srednja aritmetička 
vrednost ± SEM) (n=19) *Pearson test 
 
5.4.2. Uticaj terapije HBK na glikemiju pacijenata sa IDDM 
 
Polazeći od činjenice da se glikemija preko 7 mmol/l smatra hiperglikemijom, i da 
ona predstavlja jedan od glavnih faktora rizika za razvoj vaskularnih komplikacija kod 
obolelih od IDDM (Nathan i sar., 1993), sledeća ispitivanja koja su sprovedena bila su 
usmerena na merenje glikemije nakon dvanaestočasovnog gladovanja ispitanika pre i nakon 
izlaganja HBK. Na Slici 2. su prikazani rezultati merenja jutarnje preprandijalne glikemije i 
oni pokazuju da je terapija HBK dovela do statistički značajnog smanjenja glikemije u krvi za 
20% (p<0,001) u odnosu na izmerene vrednosti pre početka primene terapije HBK (pre HBK: 
9,4 ± 0,7 mmol/l; posle HBK: 7,3 ± 0,6 mmol/l).  
 




Slika 2. Uticaj terapije HBK na preprandijalnu glikemiju u krvi pacijenata sa IDDM 
Rezultati jutarnje preprandijalne glikemije prikazani su kao % u odnosu na vrednosti pre 
terapije HBK i predstavljeni su kao srednja aritmetička vrednost ± SEM. (n=17) *** 
p<0,001. 
 
5.4.3. Uticaj terapije HBK na koncentraciju insulina u serumu pacijenata 
sa IDDM 
 
Rezultati dobijeni merenjem koncentracije insulina u serumu ispitanika pre i posle 
terapije HBK, ukazuju da je terapija HBK dovela do statistički značajnog smanjenja 
koncentracije insulina za 30% (p<0,01) u odnosu na vrednosti izmerene pre terapije (pre 
HBK: 37,1 ± 5,6 mlU/l; posle HBK: 21,9 ± 3,8 mlU/l) (Slika 3.).  
 
Slika 3. Uticaj terapije HBK na koncentraciju insulina u serumu pacijenata sa IDDM  
Rezultati koncentracije insulina u serumu prikazani su kao % u odnosu na vrednosti pre 
terapije HBK i predstavljeni su kao srednja aritmetička vrednost ± SEM. (n=16) ** p<0,01. 
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5.5. Uticaj terapije HBK na parametre lipidnog statusa 
pacijenata sa IDDM 
 
Polazeći od toga da u metaboličkim poremećajima, poput DM, često dolazi do 
poremećaja metabolizma lipida (Guy i sar., 2009), u daljem radu su određivane koncentracije 
komponenti lipidograma: ukupni holesterol, Tg, HDL, holesterol bez HDL i LDL u plazmi 
ispitanika (Slika 4.), na osnovu kojih je procenjivan nivo rizika za nastanak ateroskleroze i 
KVB (Slika 5.). Nakon terapije HBK kod ispitanika je uočeno :  
- statistički značajno smanjenje koncentracije ukupnog holesterola za 15% (p<0,05) 
(pre HBK: 1 − 5,7 mmol/l; posle HBK: 0,7 − 2,5 mmol/l) (Slika 4A.),  
- statistički značajno smanjenje koncentracije Tg za 18% (p<0,05) (pre HBK: 0,3 − 1,9 
mmol/l; posle HBK: 0,2 − 1,2 mmol/l) (Slika 4B.),  
- statistički značajno smanjenje koncentracije holesterola bez HDL za 22% (p<0,05) 
(pre HBK: 0,5 − 4,2 mmol/l; posle HBK: 0,4 – 2,0 mmol/l) (Slika 4C.),  
-  statistički neznačajno povećanje koncentracije HDL (pre HBK: 0,2 − 0,9 mmol/l; 
posle HBK: 0,2 − 1,0 mmol/l) (Slika 4D.), 
- statistički značajno smanjenje koncentracije LDL za 21% (p<0,05) (pre HBK: 0,4 − 
3,6 mmol/l; posle HBK: 0,2 − 1,5 mmol/l) (Slika 4E.).  
 





Slika 4. Uticaj terapije HBK na parametre lipidnog statusa pacijenata sa IDDM 
A. Koncentracija ukupnog holesterola u plazmi; B. Koncentracija Tg u plazmi; C. 
Koncentracija holesterola bez HDL u plazmi; D. Koncentracija HDL u plazmi; E. 
Koncentracija LDL u plazmi. (n=19) * p<0,05; n.s.- nema statističke značajnosti; Rezultati 
su prikazani kao % u odnosu na vrednosti pre terapije HBK i predstavljeni kao srednja 
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Izračunavanjem rizika za nastanak ateroskleroze i KVB pokazano je značajno 
smanjenje nivoa rizika za nastanak ateroskleroze za 21% (posle HBK: 79 ± 8%, p < 0,05) u 
odnosu na izračunate vrednosti pre terapije HBK (Slika 5A.), uz izostanak promene nivoa 
rizika za nastanak KVB u odnosu na dobijene vrednosti pre terapije HBK (posle HBK: 96 ± 
7%, n.s.) (Slika 5B.). 
 
 
Slika 5. Uticaj terapije HBK na nivo rizika nastanka ateroskleroze i KVB kod pacijenata sa 
IDDM 
A. Nivo rizika za nastanak ateroskleroze kod obolelih od IDDM; B. Nivo rizika za nastanak 
KVB kod obolelih od IDDM. (n=19) * p<0,05; n.s.- nema statističke značajnosti. Rezultati su 
prikazani kao % u odnosu na vrednosti pre terapije HBK i predstavljeni kao srednja 
aritmetička vrednost ± SEM. 
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5.6. Uticaj terapije HBK na koncentraciju fosfolipida i SMK u 
plazmi pacijenata sa IDDM 
 
Imajući u vidu da je poremećaj u metabolizmu fosfolipida i SMK povezan sa 
poremećajem u regulaciji glikemije, i da zajedno povećavaju rizik za nastanak DM i 
vaskularnih komplikacija (Boden, 2003; Chang i sar., 2019), u sledećim eksperimentima je 
određivana koncentracija fosfolipida i SMK u plazmi ispitanika pre početka i posle završene 
terapije HBK (Slike 6. i 7.). Rezultati pokazuju da terapija HBK nije dovela do statistički 
značajne promene koncentracije fosfolipida u odnosu na vrednosti pre terapije HBK (pre 
HBK: 0,4 ± 0,04 mmol/l; posle HBK: 0,4 ± 0,03 mmol/l). 
 
 
Slika 6. Uticaj terapije HBK na koncentraciju fosfolipida u plazmi pacijenata sa IDDM  
Rezultati su prikazani kao % u odnosu na vrednosti pre terapije HBK i predstavljeni kao 
srednja aritmetička vrednost ± SEM. (n=16) n.s.- nema statističke značajnosti. 
 
Dobijeni rezultati pokazuju da je terapija HBK dovela do statistički značajnog 
smanjenja koncentracije SMK za 32% (p<0,001) (Slika 7.) u odnosu na vrednosti izmerene 
pre terapije (pre HBK: 0,6 ± 0,1 mmol/l; posle HBK: 0,4 ± 0,1 mmol/l). 
 




Slika 7. Uticaj terapije HBK na koncentraciju SMK u plazmi pacijenata sa IDDM  
Rezultati su prikazani kao % u odnosu na vrednosti pre terapije HBK i predstavljeni kao 
srednja aritmetička vrednost ± SEM. (n=17) *** p<0,001. 
 
5.7. Uticaj terapije HBK na nivo MK u plazmi pacijenata sa 
IDDM 
 
Polazeći od literaturnih podataka da MK imaju ulogu u regulaciji transporta molekula 
kroz membranu, interakciji sa membranskim proteinima, signalnim molekulima i faktorima 
transkripcije (Costabile i sar., 2005), u daljem radu je meren nivo ukupnih i pojedinačnih MK 
u plazmi ispitanika pre početka i po završetku terapije HBK.  
U Tabeli 4. prikazani su rezultati merenja nivoa određenih MK u plazmi ispitanika. 
Dobijeni rezultati pokazuju da terapija HBK nije imala statistički značajnog uticaja na nivo 
ukupnih SFA, MUFA i PUFA u plazmi. Međutim, uočeno je da je nakon terapije HBK došlo 
do statistički značajnog povećanja nivoa pojedinačnih MK: palmitinske kiseline - SFA 
(p<0,05), palmitoleinske kiseline (p<0,05)- MUFA, dokozapentaenoinske kiseline - n-3 
PUFA (p<0,05), dokozaheksaenoinske kiseline - n-3 PUFA (p<0,01), kao i smanjenja nivoa 
stearinske kiseline - SFA (p<0,05), α-linoleinske kiseline - n-3 PUFA (p<0,05) i linolne 
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Tabela 4. Uticaj terapije HBK na nivo ukupnih i pojedinačnih MK u plazmi pacijenata sa 
IDDM 
 
Masne kiseline Pre HBK [%] Posle HBK [%] p  
SFA  40,6 ± 0,3 40,3 ± 0,4 n.s. 
Palmitinska kiselina, 16:0 27,1 ± 0,3 28,1 ± 0,3 <0,05 
Stearinska kiselina, 18:0 13,3 ± 0,2 12,4 ± 0,2 <0,05 
MUFA 16,7 ± 0,4 17,0 ± 0,5 n.s. 
Palmitoleinska kiselina, 16:1   1,3 ± 0,1   1,7 ± 0,1 <0,05 
Vakcenska kiselina, 18:1(n-7)    1,6 ± 0,1   1,6 ± 0,1 n.s. 
Oleinska kiselina, 18:1(n-9) 13,4 ± 0,4 14,2 ± 0,4 n.s. 
n-3 PUFA   3,5 ± 0,2   3,8 ± 0,1 n.s. 
α-linoleinska kiselina, 18:3(n-3)     0,3 ± 0,04     0,2 ± 0,02 <0,05 
Eikozapentaenoinska kiselina, 20:5(n-3)     0,5 ± 0,05     0,5 ± 0,04 n.s. 
Dokozapentaenoinska kiselina, 22:5(n-3)     0,5 ± 0,02     0,6 ± 0,03 <0,05 
Dokozaheksaenoinska kiselina, 22:6(n-3)   2,1 ± 0,1   2,5 ± 0,1 <0,01 
n-6 PUFA    39 ± 2,1 38,7 ± 2,1 n.s. 
Linolna kiselina, 18:2(n-6)   25,3 ± 0,04   23,2 ± 0,04 <0,01 
γ-linolna kiselina, 18:3(n-6)     0,8 ± 0,04     0,8 ± 0,01 n.s. 
Dihomo-γ-linolna kiselina, 20:3(n-6)    2,9 ± 0,3   3,3 ± 0,2 n.s. 
Arahidonska kiselina, 20:4(n-6) 10,5 ± 0,4 10,5 ± 0,3 n.s. 
Adreninska kiselina, 22:4(n-6)     0,4 ± 0,03     0,4 ± 0,02 n.s. 
Dobijeni rezultati su prikazani u vidu % udela pojedinačnih MK u odnosu na ukupne MK 
plazme u poređenju sa vrednostima pre terapije HBK i predstavljeni kao srednja aritmetička 
vrednost ± SEM (n=17-19). 
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U Tabeli 5. prikazani su rezultati dobijeni Pirsonovim testom nakon linearne 
regresione analize nivoa pojedinačnih MK u plazmi, kliničkih i biohemijskih parametara 
ispitanika pre početka HBK terapije, između kojih je postojala statistički značajna korelacija. 
Dobijeni rezultati ukazuju na postojanje statistički značajne negativne korelacije između 
nivoa palmitoleinske kiseline u plazmi i dužine trajanja DM (r = -0,574; p<0,05), kao i 
postojanje statistički značajne negativne korelacije između nivoa palmitoleinske kiseline u 
plazmi i nivoa HbA1c u krvi ispitanika (r = -0,486; p<0,05). 
 
Tabela 5. Prikaz rezultata linearne regresione analize nivoa palmitoleinske kiseline u 
plazmi, dužine trajanja DM i nivoa HbA1c u krvi pre početka HBK terapije 
Parametri 
Koeficijent 




Trajanje DM (godine) -0,574 <0,05 
Nivo HbA1c (%) -0,486 <0,05 
 
U daljem radu eksperimenti su obuhvatili i merenje aktivnosti enzima koji su 
uključeni u elongaciju i desaturaciju MK elongaze i desaturaza ∆5, ∆6 i ∆9 u plazmi 
ispitanika pre i posle terapije HBK (Tabela 6.). Aktivnosti ovih enzima dobijene su 
izračunavanjem odnosa udela pojedinačnih MK u odnosu na ukupne MK u plazmi. Dobijeni 
rezultati pokazuju da je u plazmi ispitanika nakon terapije HBK došlo do statistički značajnog 
smanjenja aktivnosti elongaze (p<0,01) i ∆5 desaturaze (p<0,05), kao i do povećanja 
aktivnosti ∆9 desaturaze (p<0,05) u poređenju sa vrednostima dobijenim pre početka terapije. 
Rezultati određivanja aktivnosti ∆6 desaturaze pokazuju da aktivnost ovog enzima nije 
promenjena u plazmi ispitanika nakon izlaganja HBK. 
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Tabela 6. Uticaj terapije HBK na aktivnost elongaze i desaturaza MK ispitanika 
Parametar Formula Pre HBK Posle HBK p  
  Elongaza MK 18:0  +  18:1(n-9) / 16:0 0,5 ± 0,01 0,4 ± 0,01 <0,01 
  ∆5 desaturaza 20:4(n-6) / 20:3(n-6) 4,1 ± 0,04 3,1 ± 0,02 <0,05 
  ∆6 desaturaza 18:3(n-6) / 18:2(n-6) 0,04 ± 0,003 0,04 ± 0,003 n.s. 
  ∆9 desaturaza 16:1 / PA, 16:0    1 ± 0,05 1,1 ± 0,06 <0,05 
Rezultati su predstavljeni kao srednja aritmetička vrednost ± SEM aktivnosti enzima 
elongaze i desaturaza MK (n=13-17). 
 
5.8. Uticaj terapije HBK na koncentraciju markera inflamacije 
u krvi pacijenata sa IDDM  
 
Uzimajući u obzir literaturne podatke koji su nedvosmisleno ukazali na prisustvo 
inflamacije u stanju DM, (Kang i sar., 2005), u daljem radu je iz krvi ispitanika pre i nakon 
završetka terapije HBK, merena koncentracija pojedinih markera inflamacije kao što su CRP, 
Hcy i NO.  
 
5.8.1. Uticaj terapije HBK na koncentraciju CRP u serumu pacijenata sa 
IDDM  
 
Rezultati prikazani na Slici 8. pokazuju da je terapija HBK dovela do statistički 
značajnog smanjenja koncentracije CRP u serumu ispitanika za 51% (p<0,001) u odnosu na 









Slika 8. Uticaj terapije HBK na koncentraciju CRP u serumu pacijenata sa IDDM 
Rezultati su prikazani kao % u odnosu na vrednosti pre terapije HBK i predstavljeni kao 
srednja aritmetička vrednost ± SEM. (n=22) *** p<0,001. 
 
5.8.2. Koncentracija Hcy u plazmi ispitanika pre i posle terapije HBK 
 
U daljem radu merena je koncentracija Hcy u plazmi ispitanika pre i posle terapije 
HBK. Rezultati pokazuju da je koncentracija Hcy u krvi pacijenata sa IDDM bila povišena i 
pre HBK (pre HBK: 15,5 ± 1,3 μmol/l; posle HBK: 13,3 ± 1,3 μmol/l) (Slika 9.), što ukazuje 
na stanje HHcy.  
 
 
Slika 9. Uticaj terapije HBK na koncentraciju Hcy u plazmi pacijenata sa IDDM 
Rezultati su prikazani kao % u odnosu na vrednosti pre terapije HBK i predstavljeni kao 
srednja aritmetička vrednost ± SEM. (n=15) n.s.- nema statističke značajnosti.  
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5.8.3. Uticaj terapije HBK na koncentraciju NO2-/NO3- u serumu 
pacijenata sa IDDM  
 
Na Slici 10. prikazani su rezultati merenja koncentracije NO2
-/NO3
-, kao krajnjih 
stabilnih metabolita oksidacije NO, koji pokazuju da je terapija HBK dovela do statistički 
značajnog smanjenja koncentracije NO2
-/NO3
- u serumu za 36% (p<0,01) u odnosu na 




Slika 10. Uticaj terapije HBK na koncentraciju NO2-/NO3- u serumu pacijenata sa IDDM 
Rezultati su prikazani kao % u odnosu na vrednosti pre terapije HBK i predstavljeni kao 
srednja aritmetička vrednost ± SEM. (n=12) ** p<0,01. 
 
5.9. Uticaj terapije HBK na aktivnost arginaze u serumu pacijenata sa 
IDDM  
 
Dobijeni rezultati merenja aktivnosti arginaze, enzima koji učestvuje u hidrolizi L-
arginina u L-ornitin i ureu, i koji se nalazi u kompeticiji za isti supstrat (L-arginin) sa NOS, 
pokazuju da je terapija HBK dovela do statistički značajnog povećanja aktivnosti ovog 
enzima u serumu za 32% (p<0,05) u odnosu na vrednosti pre terapije HBK (Pre HBK: 0,18 ± 
0,02; posle HBK: 0,24 ± 0,03) (Slika 11.). 
 




Slika 11. Uticaj terapije HBK na aktivnost arginaze u serumu pacijenata sa IDDM 
Dobijeni rezultati su prikazani kao % u odnosu na vrednosti pre terapije HBK i predstavljeni 
kao srednja aritmetička vrednost ± SEM. (n=12) * p<0,05. 
 
5.10. Uticaj terapije HBK na ekspresiju iNOS u limfocitima 
pacijenata sa IDDM 
 
Jedan od postavljenih ciljeva ove doktorske disertacije je bilo i izučavanje efekta 
terapije HBK na regulaciju ekspresije iNOS u limfocitima ispitanika, stoga je merena 
ekspresija iNOS u limfocitima pacijenata sa IDDM, kao i regulacija ekspresije i aktivnosti 
ovog enzima u limfocitima pacijenata sa IDDM.  
Na Slici 12. prikazani su rezultati efekta terapije HBK na ekspresiju iNOS u lizatima 
limfocita ispitanika. Dobijeni rezultati pokazuju da je terapija HBK dovela do smanjenja 
nivoa iNOS za 13% u lizatima limfocita u poređenju sa dobijenim vrednostima pre terapije 
HBK (posle HBK = 87 ± 5%, p<0,01).  
 




Slika 12. Uticaj terapije HBK na ekspresiju iNOS u limfocitima pacijenata sa IDDM 
Rezultati nivoa iNOS proteina u limfocitima izraženi su kao % u odnosu na vrednosti 
dobijene pre terapije HBK i predstavljeni kao srednja aritmetička vrednost ± SEM. (n=13) 
** p<0,01. 
 
Rezultati dobijeni Pirsonovim testom linearne regresione analize nivoa iNOS u lizatima 
limfocita, pojedinačnih MK u plazmi i biohemijskih parametara u krvi ispitanika, između 
kojih je postojala statistički značajna korelacija pre i posle HBK terapije, prikazani su u 
Tabeli 7. Dobijeni rezultati su pokazali da postoji pozitivna korelacija između nivoa iNOS u 
limfocitima i nivoa HbA1c u krvi (r = +0,758; p<0,01), kao i da postoji negativna korelacija 
između količine iNOS u lizatima limfocita i nivoa palmitoleinske kiseline u plazmi ispitanika 
pre terapije HBK (r = -0,671; p<0,05). Rezultati dobijeni posle 10 tretmana terapije HBK su 
pokazali da postoji pozitivna korelacija između nivoa iNOS proteina u lizatima limfocita i 
koncentracije Tg u plazmi ispitanika (r = +0,752; p<0,01).  
 
Tabela 7. Prikaz rezultata linearne regresione analize nivoa iNOS u limfocitima, HbA1c u 
krvi, palmitoleinske kiseline i Tg u plazmi ispitanika pre i posle terapije HBK  
Parametri 
Koeficijent 
korelacije - r 
p  
Nivo iNOS (%) pre HBK 
Nivo HbA1c (%) pre HBK +0,758 <0,01 
Nivo palmitoleinske kiseline (%) 
pre HBK 
-0,671 <0,05 
Nivo iNOS (%) posle HBK 
Koncentracija Tg (mmol/l) posle 
HBK 
+0,752 <0,01 
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5.11. Uticaj terapije HBK na nivo signalnih molekula uključenih 
u regulaciju ekspresije i aktivnosti iNOS u limfocitima pacijenata 
sa IDDM 
 
Signalni molekuli, kao što su: IRS-1, PI3K, Akt, ERK1/2 i NFκB, uključeni su u 
regulaciju ekspresije i aktivnosti iNOS u različitim ćelijama (Creager Mark i sar., 2003; 
Soskić i sar., 2011; Adela i sar., 2015), stoga je u daljem radu izučavan efekat terapije HBK 
na nivo fosforilacije i ekspresiju ovih signalnih molekula u limfocitima pacijenata sa IDDM. 
 
5.11.1. Uticaj terapije HBK na ekspresiju i fosforilaciju NFκB-p65 
transkripcionog faktora u limfocitima pacijenata sa IDDM 
 
Rezultati ispitivanja efekta terapije HBK na ekspresiju i fosforilaciju NFκB-p65 na 
Ser536, jednog od transkripcionih faktora regulacije ekspresije iNOS proteina (Negi i sar., 
2011), prikazani su na Slici 15. Merena je ekspresija fosforilisanog NFκB-p65 na Ser536 i 
ukupnog NFκB-p65, i određivan je njihov odnos. Dobijeni rezultati pokazuju da je u 
limfocitima pacijenata sa IDDM po završetku terapije došlo do smanjenja nivoa 
fosforilisanog NFκB-p65 na Ser536 za 30% (posle HBK = 70 ± 13%, p<0,05) (Slika 15A.), 
kao i smanjenja nivoa ukupnog NFκB-p65 za 19% (posle HBK = 81 ± 4%, p<0,001) u 
poređenju sa izmerenim vrednostima pre terapije HBK (Slika 15B.). Rezultati merenja 
odnosa fosforilisanog i ukupnog NFκB-p65, pokazuju da je terapija HBK u trajanju od 10 
dana, dovela do statistički značajnog povećanja njihovog odnosa tj. fosforilacije NFκB-p65 
na Ser536 za 62% (posle HBK = 162 ± 21%, p<0,05) u poređenju sa dobijenim vrednostima 
pre terapije HBK (Slika 15C.) 
 




Slika 15. Uticaj terapije HBK na ekspresiju i fosforilaciju transkripcionog faktora NFκB-
p65 na Ser536u limfocitima pacijenata sa IDDM 
 
A. Nivo fosforilisanog NFκB-p65 na Ser536 (p-NFκB-p65 Ser536); B. Nivo ekspresije ukupnog 
NFκB-p65; C. Odnos fosforilisanog NFκB-p65 na Ser536 i ukupnog NFκB-p65. (n=3-10) *** 
p<0,001; * p<0,05. Rezultati su izraženi kao % u odnosu na vrednosti dobijene pre terapije 
HBK i predstavljeni si kao srednja aritmetička vrednost ± SEM. 
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5.11.2. Uticaj terapije HBK na ekspresiju i fosforilaciju IRS-1 u 
limfocitima pacijenata sa IDDM 
 
Na Slici 16. prikazani su rezultati dobijeni merenjem ekspresije fosforilisanog IRS-1 na 
Ser307 i ukupnog IRS-1, kao i izračunavanjem njihovog odnosa. Rezultati pokazuju da je 
nakon terapije HBK došlo do smanjenja nivoa fosforilisanog IRS-1 na Ser307 za 39% (posle 
HBK = 61 ± 13%, p<0,01) (Slika 16A.), nivoa ukupnog IRS-1 za 34% (posle HBK = 66 ± 
15%, p<0,05) (Slika 16B.), kao i njihovog odnosa za 22% (posle HBK = 78 ± 8%, p<0,05) 
(Slika 16C.) u limfocitima pacijenata. 
 
 
Slika 16. Uticaj terapije HBK na ekspresiju i fosforilaciju IRS-1 na Ser307, molekula 
signalnog puta insulina u limfocitima pacijenata sa IDDM 
A. Nivo fosforilisanog IRS-1 na Ser307 (p-IRS-1 Ser307); B. Nivo ekspresije ukupnog IRS-1; C. 
Odnos fosforilisanog IRS-1 na Ser307 i ukupnog IRS-1. (n=6) ** p<0,01; * p<0,05. Rezultati 
su izraženi kao % u odnosu na dobijene vrednosti pre terapije HBK i predstavljeni su kao 
srednja aritmetička vrednost ± SEM. 
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5.11.3. Uticaj terapije HBK na ekspresiju subjedinica p85 i p110 PI3K 
u limfocitima pacijenata sa IDDM 
 
Poznato je da poremećena aktivnost PI3K u različitim ćelijama obolelih od DM 
(Korkmaz-Icöz i sar., 2017) vodi procesu inflamacije i apoptoze (So i Fruman, 2012). Stoga 
je u daljem radu analizirana ekspresija regulatorne p85α i katalitičke subjedinice p110α PI3K 
u limfocitima ispitanika pre i posle terapije HBK (Slika 17). Kako se na Slici 17A. može 
videti u limfocitima ispitanika nakon terapije HBK došlo je do povećanja ekspresije 
regulatorne subjedinice p85α PI3K za 64% (posle HBK = 164 ± 13%, p<0,001) i katalitičke 
subjedinice p110α PI3K za 14% u poređenju sa dobijenim vrednostima pre terapije HBK 
(posle HBK = 114 ± 5%, p<0,05) (Slika 17B.). 
 
 
Slika 17. Uticaj terapije HBK na ekspresiju PI3K u limfocitima pacijenata sa IDDM 
A. Nivo ekspresije subjedinice p85 PI3K; B. Nivo ekspresije subjedinice p110 PI3K. (n=6-7) 
*** p<0,001; * p<0,05. Rezultati su izraženi kao % u odnosu na vrednosti dobijene pre 
terapije HBK i predstavljeni su kao srednja aritmetička vrednost ± SEM. 
 
Rezultati dobijeni Pirsonovim testom linearne regresione analize količine PI3K u 
lizatima limfocita i nivoa pojedinačnih MK u plazmi ispitanika, između kojih je postojala 
statistički značajna korelacija pre i posle HBK terapije prikazani su u Tabeli 8. Dobijeni 
rezultati pre početka terapije HBK su pokazali da postoji pozitivna korelacija između količine 
PI3K-p110 u lizatima limfocita i nivoa eikozapentaenoinske kiseline u plazmi ispitanika (r = 
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+0,953; p<0,05), kao i između količine PI3K-p85 u lizatima limfocita i nivoa 
dokozapentaenoinske kiseline u plazmi ispitanika nakon terapije HBK (r = +1; p<0,001).  
 
Tabela 8. Prikaz rezultata linearne regresione analize nivoa PI3K u limfocitima i 
pojedinačnih MK u plazmi pacijenata sa IDDM pre i posle terapije HBK  
Parametri 
Koeficijent 
korelacije - r 
p  
Nivo PI3K-p110 (%) pre HBK 
Nivo eikozapentaenoinske 
kiseline (%) pre HBK 
+0,953 <0,05 
Nivo PI3K-p85 (%) posle HBK 
Nivo dokozapentaenoinske 
kiseline (%) posle HBK 
+1 <0,001 
 
5.11.4. Uticaj terapije HBK na ekspresiju i fosforilaciju Akt u 
limfocitima pacijenata sa IDDM 
 
Uzimajući u obzir literaturne podatake koji su nedvosmisleno pokazali da je u stanju 
DM inhibirana aktivnost Akt (Hattori i sar., 2003), što za posledicu ima poremećaj u 
regulaciji aktivnosti i ekspresije iNOS proteina, u daljem radu je merena ekspresija 
fosforilisane Akt Thr308 i Ser473 i ukupne Akt u limfocitima, i određivan je njihov odnos pre i 
posle terapije HBK. Dobijeni rezultati pokazuju da je u lizatima limfocita ispitanika nakon 
terapije HBK došlo do smanjenja nivoa fosforilisane Akt na Thr308 za 26% (posle HBK = 74 
± 9%, p<0,01) (Slika 18A.), fosforilisane Akt na Ser473 za 43% (posle HBK = 57 ± 11%, 
p<0,01) (Slika 19A.) kao i ukupne Akt za 11% (posle HBK = 89 ± 4%, p<0,05) (Slika 18B. i 
19B.), u poređenju sa izmerenim vrednostima pre početka terapije. Izračunavanjem odnosa 
fosforilisane Akt na Thr308 i ukupne Akt ustanovljeno je da je nakon terapije HBK došlo do 
povećanja fosforilacije Akt na Thr308 za 35% (posle HBK = 135 ± 6%, p<0,001) (Slika 
18C.). Takođe, analiziranjem odnosa nivoa fosforilisane Akt na Ser473 i nivoa ukupne Akt 
ustanovljeno je da je nakon terapije HBK došlo do smanjenja fosforilacije Akt na Ser473 za 
35% u lizatima limfocita ispitanika (posle HBK = 65 ± 12%, p<0,05) (Slika 19C.).  
 




Slika 18. Uticaj terapije HBK na ekspresiju i fosforilaciju Akt na Thr308 u limfocitima 
pacijenata sa IDDM 
A. Nivo fosforilisane Akt na Thr308 (p-Akt Thr308); B. Nivo ekspresije ukupne Akt; C. Odnos 
fosforilisane Akt na Thr308 i ukupne Akt. (n=5-7) *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05. 
Rezultati su izraženi kao % u odnosu na dobijene vrednosti pre terapije HBK i predstavljeni 
su kao srednja aritmetička vrednost ± SEM 
 
* 




Slika 19. Uticaj terapije HBK na ekspresiju i fosforilaciju Akt na Ser473 u limfocitima 
pacijenata sa IDDM 
A. Nivo fosforilisane Akt na Ser473 (p-Akt Ser473); B. Nivo ekspresije ukupne Akt; C. Odnos 
fosforilisane Akt na Ser473 i ukupne Akt. (n=6-8) ** p<0,01; * p<0,05. Rezultati su izraženi 
kao % u odnosu na vrednosti dobijene pre terapije HBK i predstavljeni su kao srednja 
aritmetička vrednost ± SEM. 
 
Rezultati dobijeni Pirsonovim testom linearne regresione analize nivoa fosforilacije 
Akt kinaze u lizatima limfocita i nivoa pojedinačnih MK plazme ispitanika, između kojih je 
postojala statistički značajna korelacija pre HBK terapije prikazani su u Tabeli 9. Dobijeni 
rezultati su pokazali da postoji pozitivna korelacija između nivoa fosforilacije Akt na Thr308 u 
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Tabela 9. Prikaz rezultata linearne regresione analize nivoa fosforilacije Akt na Thr308 u 
limfocitima i nivoa linolne kiseline u plazmi ispitanika pre terapije HBK  
Parametri 
Koeficijent 
korelacije - r 
p  
Nivo fosforilacije Akt na Thr308 
u limfocitima (%) pre HBK 
Nivo linolne kiseline u 
plazmi (%) pre HBK 
+0,954 <0,05 
 
5.11.5. Uticaj terapije HBK na ekspresiju i fosforilaciju ERK1/2 u 
limfocitima pacijenata sa IDDM 
 
Na Slici 20. prikazani su rezultati dobijeni merenjem ekspresije fosforilisane ERK1/2 
na Thr202 i Tyr204 ostacima i ukupne ERK1/2 u lizatima limfocita ispitanika, kao i 
izračunavanjem njihovog odnosa pre početka i nakon terapije HBK. Rezultati pokazuju da je 
nakon terapije HBK došlo do smanjenja nivoa fosforilisane ERK1/2 na Thr202/Tyr204 za 23% 
(posle HBK = 77 ± 7%, p<0,01) (Slika 20A.) i ukupne ERK1/2 za 11% u lizatima limfocita 
(posle HBK = 89 ± 5%, p<0,05) u poređenju sa vrednostima izmerenim pre terapije HBK 
(Slika 20B.). Takođe je uočeno i smanjenje u odnosu fosforilisane i ukupne ERK1/2 u 
limfocitima ispitanika za 18% nakon 10 tretmana terapije HBK (posle HBK = 82 ± 7%, 
p<0,05) u poređenju sa izmerenim vrednostima pre početka terapije HBK (Slika 20C.).  
 
 




Slika 20. Uticaj terapije HBK na ekspresiju i fosforilaciju ERK1/2 na Thr202/Tyr204 u 
limfocitima pacijenata sa IDDM 
A. Nivo fosforilisane ERK1/2 na Thr202/Tyr204 (p-ERK1/2 Thr202/Tyr204); B. Nivo ekspresije 
ukupne ERK1/2; C. Odnos fosforilisane ERK1/2 na Thr202/Tyr204 i ukupne ERK1/2. (n=13-
14) ** p<0,01; * p<0,05. Rezultati su izraženi kao % u odnosu na vrednosti dobijene pre 
terapije HBK i predstavljeni su kao srednja aritmetička vrednost ± SEM. 
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5.12. Uticaj terapije HBK na ekspresiju IGFBP-1 u serumu 
pacijenata sa IDDM 
 
Protein IGFBP-1 je prvi u nizu 6 homologih proteina familije IGFBP koji u cirkulaciji 
vezuju IGF i sprečavaju njegovo vezivanje za specifični receptor na plazma membrani, 
regulišući time dostupnost i funkciju IGF u vaskulaturi (Kelley i sar., 1996). Poznato je da u 
krvi pacijenata sa DM dolazi do poremećaja u nivou IGFBP-1, što za posledicu ima razvoj 
vaskularnih komplikacija (Bereket i sar., 1999). U skladu sa tim, dalje je izučavan efekat 
HBK na ekspresiju IGFBP-1 u serumu obolelih od IDDM (Slika 21.). Dobijeni rezultati 
pokazuju da je u serumu ispitanika nakon terapije HBK došlo do povećanja nivoa IGFBP-1 
za 52% u poređenju sa izmerenim vrednostima pre početka terapije (posle HBK = 152 ± 
18%, p<0,01).  
 
 
Slika 21. Uticaj terapije HBK na ekspresiju IGFBP-1 u serumu pacijenata sa IDDM 
Rezultati ekspresije IGFBP-1 u serumu izraženi su kao % u odnosu na vrednosti dobijene pre 
terapije HBK i predstavljeni su kao srednja aritmetička vrednost ± SEM. (n=19) ** p<0,01.







Ova doktorska disertacija obuhvata istraživanja u kojima je izučavan efekat terapije 
HBK na nivo i sastav MK u plazmi, kao i regulaciju ekspresije i aktivnosti iNOS u 
limfocitima pacijenata sa IDDM. Polazna hipoteza istraživanja je bila da terapija HBK 
ostvaruje povoljne efekte kod obolelih od IDDM sa vaskularnim komplikacijama, na taj 
način što utiče na promenu nivoa i sastava MK u plazmi i reguliše ekspresiju i aktivnost 
iNOS, molekulskim mehanizmom koji uključuje IRS-1, PI3K, Akt, ERK1/2 i NFκB signalne 
molekule. U postavci osnovne hipoteze pošlo se od pretpostavke da usled neadekvatne 
kontrole IDDM dolazi do hiperglikemije, posledične hipoksije tkiva, poremećaja 
metabolizma masti koji se karakteriše dislipidemijom i povećanim nivoom MK u plazmi, 
povećanja koncentracije markera inflamacije i nivoa IGFBP-1, kao i poremećaja signalnih 
puteva insulina, što rezultira povećanjem ekspresije i aktivnosti iNOS u limfocitima obolelih 
od IDDM sa vaskularnim komplikacijama.  
Poznato je da MK i iNOS predstavljaju jedne od ključnih medijatora metaboličkih 
poremećaja i inflamacije u stanju DM i da poremećaj u njihovoj sintezi dovodi do štetnih 
efekata na signalni put insulina (Meade i Mertin, 1978; Assmann i sar., 2016; Wei i sar., 
2016). Poremećaj u nivou i sastavu MK plazme i fosfolipida u membranama narušava 
strukturu i propustljivost ćelijskih membrana, prenos signala kroz membranu, aktivnost 
receptora na ćelijskim membranama (LDL receptor, receptore spregnute sa G proteinom 
(GPR, engl. G protein-coupled receptors), itd.) kao i transkripciju određenih gena (među 
kojima je i iNOS) (Costabile i sar., 2005; de Lima i sar., 2006; Briggs i sar., 2017). Na taj 
način ispoljavaju se inflamatorna i aterogena svojstva MK. Prekomerna ekspresija iNOS u 
stanju hiperglikemije i hipoksije tkiva doprinosi razvoju inflamacije, disfunkcije endotela i 
vaskularnih komplikacija, a može dovesti i do apoptoze β-ćelija pankreasa (Eizirik i sar., 
1994; Kitayama i sar., 2006). 
Terapija HBK ostvaruje različite efekte na signalne molekule uključene u patogenezu 
DM i vaskularnih komplikacija (Unfirer i sar., 2008). Literaturni podaci su pokazali da HBK 
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utiče na sastav i nivo MK u plazmi i membranama ćelija tako što inhibira signalnu kaskadu 
izazvanu hipoksijom, koja narušava strukturu membrana, sprečava oslobađanje MK iz 
ćelijskih membrana, smanjuje sintezu ROS i lipidnu peroksidaciju i utiče na aktivnost enzima 
uključenih u elongaciju i desaturaciju MK (Eikelboom i sar., 2000; Pantović i sar., 2005; 
Naidina i sar., 2009). Uvidom u literaturu do sada su istraživanja uglavnom fokusirana na 
uticaj terapije HBK na zarastanje rana izazvanih ishemijom kod obolelih od DM (Goldstein i 
sar., 2006; Boykin i Baylis, 2007; Gurdol i sar., 2010). Rezultati tih istraživanja su pokazali 
da nakon terapije HBK dolazi do lokalnog povećanja koncentracije NO u plazmi i 
ishemičnom tkivu, što doprinosi angiogenezi i zarastanju rana. Terapija HBK, takođe, utiče i 
na smanjenje ekspresije iNOS i inflamatornih citokina, što doprinosi smanjenju inflamacije i 
obimu aterosklerotskih lezija, ukazujući na antiinflamatornu ulogu HBK u različitim 
patološkim stanjima (Kudchodkar i sar., 2000; Pedoto i sar., 2003; Yuan i sar., 2004). Uticaj 
HBK na regulaciju ekspresije i aktivnosti iNOS kod IDDM pacijenata još nije dovoljno 
razjašnjen. Takođe, ne postoje literaturni podaci koji povezuju promene u nivou i sastavu MK 
plazme, kao i ekspresiji i aktivnosti iNOS sa promenama u ekspresiji signalnih molekula: 
IRS-1, PI3K, Akt i ERK u limfocitima pacijenata sa IDDM pod uticajem terapije HBK. 
Nedovoljno je ispitan i uticaj terapije HBK na koncentraciju glukoze, insulina, lipida, 
fosfolipida, SMK, CRP, Hcy, NO i IGFBP-1 u krvi pacijenata sa IDDM. Zbog svega 
navedenog, eksperimenti obuhvaćeni ovom doktorskom disertacijom osmišljeni su sa ciljem 
da se ispitaju rani efekti tretmana HBK na sastav MK i regulaciju ekspresije i aktivnosti 
iNOS kod obolelih od IDDM sa vaskularnim komplikacijama. 
Rezultati empirijskih istraživanja su pokazali da je doza koja je korišćena prilikom 
izlaganja pacijenata HBK, kao i dužina izlaganja optimalna za lečenje perifernih vaskularnih 
komplikacija kod obolelih od IDDM (Milačić i sar., 2015). Efekat HBK procenjivan je 
poređenjem vrednosti analiziranih parametara pre i posle terapije HBK. U većini objavljenih 
in vitro i in vivo studija koje su ispitivale efekat HBK na molekulske mehanizme uključene u 
proces zarastanja rana i angiogeneze kod pacijenata sa DM, korišćeni su uzorci plazme, ćelije 
krvnih sudova i tkiva zahvaćena ishemijom (Goldstein i sar., 2006; Boykin i Baylis, 2007; 
Gurdol i sar., 2010), dok su za eksperimente u okviru ove doktorske disertacije korišćeni 
uzorci krvi i izolovani limfociti obolelih od IDDM. Poznato je da su limfociti među prvim 
ćelijama imunskog sistema koje se iz periferne krvi regrutuju na mesto povrede tkiva u cilju 
zaštite od patogenih činioca i sanacije povrede (Shi i Pamer, 2011), ali su takođe i medijatori 
inflamatornih procesa i oboljenja, kao što su ateroskleroza i DM (Shi i Pamer, 2011; Zhong i 
sar., 2017). Kod obolelih od IDDM, usled hiperglikemije dolazi do poremećaja u aktivnosti 
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limfocita, što može uticati na njihovu funkciju u imunskom odgovoru (Otton i sar., 2002). 
Limfociti aktivirani inflamatornim citokinima, SMK, ROS i različitim patogenima imaju 
ključnu ulogu u pokretanju inflamatornog procesa i razvoju IR u metabolički aktivnim 
organima, što dovodi do razvoja DM i vaskularnih komplikacija (Xia i sar., 2017; Clark i sar., 
2017). Uzimajući u obzir da limfociti predstavljaju medijatore inflamacije (Koyasu i Moro, 
2012), oni predstavljaju prikladan model za istraživanje molekulskih mehanizama inflamacije 
kod obolelih od IDDM sa vaskularnim komplikacijama.  
Usled neadekvatne glikemijske kontrole kod pacijenata sa IDDM dolazi do razvoja 
akutne, a zatim i hronične hiperglikemije, koja je jedna od glavnih komponenti u procesu 
patogeneze niza vaskularnih komplikacija (Kitada i sar., 2010). U cilju izučavanja efekata 
terapije HBK na regulaciju parametara metabolizma glukoze korišćeni su uzorci seruma 
pacijenata sa IDDM i vaskularnim komplikacijama pre i nakon 10 tretmana HBK. Dobijeni 
rezultati pokazuju da su koncentracije glukoze i insulina u serumu značajno smanjene nakon 
terapije HBK (Slike 2. i 3.), što je u saglasnosti sa rezultatima drugih autora koji su pokazali 
da HBK snižava glikemiju kod obolelih od DM i povećava osetljivost tkiva na insulin već 
posle trećeg dana terapije (Wilkinson i sar., 2015; Xu i sar., 2017; Irawan i sar., 2018). 
Takođe, primećeno je da povoljan uticaj terapije HBK na parametre metabolizma glukoze 
često nameće potrebu za smanjenjem doze egzogenog insulina kod obolelih od IDDM. Liang 
i saradnici su ukazali da HBK ostvaruje povoljno dejstvo na glikemiju i osetljivost tkiva na 
insulin tako što povećava koncentraciju adiponektina koji reguliše ekspresiju transportera za 
glukozu 4 (Glut4) posredstvom Akt, i time se povećava unos glukoze u ćeliju (Liang i sar., 
2018). Predtretman HBK na modelu miševa sa ishemijskim moždanim infarktom i 
hiperglikemijom povećava ekspresiju gama receptora aktivacije proliferacije peroksizoma 
(PPARγ, engl. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma), uključenog u 
homeostazu glukoze i povećanje senzitivnosti tkiva na insulin, te i na taj način terapija HBK 
snižava glikemiju i smanjuje inflamaciju u ovom eksperimentalnom modelu (Quintero i sar., 
2012; Bian i sar., 2015). Smatra se da terapija HBK ostvaruje povoljan uticaj na parametre 
metabolizma glukoze tako što smanjuje hipoksiju i inflamaciju za koje je poznato da mogu 
sinergistički inhibirati aktivnost molekula uključenih u signalnu kaskadu insulina, i na taj 
način HBK doprinosi aktivaciji molekula uključenih u mehanizam delovanja insulina i 
povećanoj osetljivosti tkiva na insulin (Wilkinson i sar., 2012). Navedeni efekti terapije HBK 
doprinose bržem zarastanju rana i smanjenju disfunkcije endotela perifernih krvnih sudova 
izazvanih hiperglikemijom i ishemijom (Wilkinson i sar., 2012; Nwafor i Collins, 2014), što 
ukazuje da je primena terapije HBK efektivna komponenta kompleksnog lečenja IDDM i 
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pratećih mikrovaskularnih i makrovaskularnih komplikacija, što je pokazano i u ovoj 
doktorskoj disertaciji. 
Kod obolelih od IDDM uočava se i poremećaj u koncentraciji parametara lipidnog 
profila- dislipidemija, tj. povećana koncentracija ukupnog holesterola, Tg i LDL, kao i 
smanjena koncentracija HDL u plazmi u odnosu na referentne vrednosti, što se dovodi u vezu 
sa povećanim rizikom za ubrzanje procesa ateroskleroze i KVB kod obolelih od DM (Hannon 
i sar., 2006; Taylor, 2012; Vaneckova i sar., 2014; NCD Risk Factor Collaboration, 2017). 
Navedene promene u koncentraciji lipida kod dijabetičara mogu se delimično objasniti 
evidentnim poremećajem u metabolizmu glukoze, ali i visokom koncentracijom insulina u 
krvi u perifernoj cirkulaciji, izazvanom subkutanom primenom insulina (Liu i sar., 2010). 
Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da usled heterogenosti ispitivane grupe (starosna 
struktura, pol, dužina trajanja bolesti i prateća oboljenja) postoji veliki opseg između 
apsolutnih vrednosti parametara lipidnog profila pacijenata sa IDDM i izmerene vrednosti 
lipida pacijenata variraju od referentnih do vrednosti koje ukazuju na povišen rizik za 
nastanak KVB (Haffner i sar., 1990). Nakon 10 tretmana HBK došlo je do značajnog 
smanjenja koncentracije ukupnog holesterola, holesterola bez HDL, Tg i LDL u plazmi 
obolelih od IDDM u odnosu na vrednosti izmerene pre terapije (Slika 4.). Dobijeni rezultati u 
saglasnosti su sa rezultatima objavljenim u drugim studijama (Levy-Marchal i sar., 2010; 
Redondo i sar., 2014) i ukazuju da terapija HBK ostvaruje povoljne efekte na pacijente sa 
IDDM i vaskularnim komplikacijama. Kao moguće objašnjenje ovako dobijenih rezultata je 
da terapija HBK smanjenjem koncentracije glukoze, koja zajedno sa MK čini glavni supstrat 
za sintezu Tg, smanjuje koncentraciju Tg u plazmi i ostvaruje povoljne efekte na 
metabolizam lipoproteina. Potencijalni mehanizam smanjenja koncentracije holesterola, Tg i 
LDL u plazmi pod uticajem HBK mogao bi da uključuje neenzimsku glikozilaciju 
lipoproteina i omogućava neometano vezivanje lipoproteina za njihove receptore na površini 
ćelijske membrane, čime se smanjuje koncentracija lipoproteina u cirkulaciji (Pietri i sar., 
1983; Ray i sar., 2009). Rezultati merenja koncentracije HDL u plazmi pacijenata sa IDDM 
nakon terapije HBK, pokazuju da postoji tendencija porasta koncentracije HDL, međutim, 
nije zapažena statistički značajna promena koncentracije HDL u odnosu na vrednosti 
izmerene pre terapije. Izostanak statistički značajnog uticaja terapije HBK na koncentraciju 
HDL može se objasniti malim brojem pacijenata uključenih u pilot studiju iz koje su 
proistekli rezultati ove doktorske disertacije ili nedovoljnom dužinom trajanja terapije, tj. 
kratkoročnim efektima terapije HBK.  
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Promene u koncentraciji lipida u plazmi obolelih od IDDM, kao i njihovi međusobni 
odnosi imaju poseban značaj u proceni rizika za razvoj vaskularnih komplikacija, posebno 
cerebro- i kardiovaskularnih događaja (Haffner i sar., 1990; Niroumand i sar., 2015). Kako bi 
se procenio uticaj terapije HBK na nivo rizika za nastanak vaskularnih komplikacija u ovoj 
doktorskoj disertaciji, računat je odnos koncentracija LDL i HDL, koji predstavlja nivo rizika 
za nastanak ateroskleroze, kao i odnos koncentracije ukupnog holesterola i HDL koji 
predstavlja nivo rizika za nastanak KVB, pre i posle terapije HBK. Dobijeni rezultati 
pokazuju da terapija HBK dovodi do statistički značajnog smanjenja rizika za nastanak 
ateroskleroze, ključnog faktora za razvoj makrovaskularnih komplikacija u DM (Zhou i sar., 
2014), što je pokazano i u studijama drugih autora (Droyvold i sar., 2005). Međutim, dobijeni 
rezultati izračunavanja rizika za nastanak KVB nakon HBK, pokazuju da terapija HBK ne 
dovodi do promene u nivou rizika za nastanak KVB u odnosu na vrednosti pre terapije HBK 
(Slika 5.). Izostanak promene nivoa rizika za nastanak KVB nakon terapije HBK može se 
dovesti u vezu sa odsustvom statistički značajnog povećanja koncentracije HDL u plazmi 
pacijenata sa IDDM, koji predstavlja nezavisan faktor rizika ishemijske bolesti srca (Despres 
i sar., 2000). Takođe, moguće je i da ponavljanje sesije tretmana HBK može dovesti do 
statistički značajnog povećanja koncentracije HDL i smanjenja nivoa rizika za nastanak KVB 
kod pacijenata sa IDDM.  
Rezultati brojnih kliničkih studija su jasno pokazali da je niska koncentracija 
fosfolipida i visoka koncentracija SMK u plazmi povezana sa povećanim rizikom za nastanak 
DM (Manna i Jain, 2012; Floegel i sar., 2013; Zhao i sar., 2015; Weijers, 2016). Poremećaj u 
regulaciji metabolizma MK, koje čine strukturne delove fosfolipida ćelijskih membrana 
povezan je i sa razvojem IR (Chang i sar., 2019). Promena u nivou i sastavu MK u 
membranama skeletnih mišića dovodi do smanjene senzitivnosti tkiva na insulin, ukazujući 
na važnu ulogu MK u modulaciji aktivnosti insulina (Borkman i sar., 1993; Vessby i sar., 
1994). Oboleli od DM u fosfolipidima membrana imaju manju zastupljenost MUFA i PUFA, 
dok je zastupljenost SFA veća u odnosu na zdravu populaciju, što dovodi do poremećaja u 
prenosu signala kroz membranu, malfunkcije ćelijskih membrana (Chang i sar., 2019), i 
sledstveno otežane mikrocirkulacije koja vodi hipoksiji tkiva (Weijers, 2016).  
Važnu ulogu u patogenezi IR i DM ima i visoka koncentracija SMK u plazmi, koja je 
često praćena povećanom ekspresijom inflamatornih citokina i razvojem inflamatornog 
procesa (Barma i sar., 2009). Uzimajući u obzir da promenjena koncentracija fosfolipida i 
SMK u plazmi doprinosi razvoju DM i vaskularnih komplikacija u daljem radu je izučavan 
uticaj HBK na koncentraciju fosfolipida i SMK u plazmi pacijenata sa IDDM i vaskularnim 
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komplikacijama. Dobijeni rezultati pokazuju da terapija HBK nije dovela do statistički 
značajne promene koncentracije fosfolipida u plazmi ispitanika (Slika 6.). Ovakav rezultat je 
očekivan i može se objasniti time da je za statistički značajnu promenu u koncentraciji 
fosfolipida u plazmi neophodan duži vremenski period primene terapije, tj. od 3 do 8 nedelja 
(Cao i sar., 2006; Meikle i sar., 2015).  
U ovoj doktorskoj disertaciji uočeno je statistički značajno smanjenje koncentracije 
SMK u plazmi nakon 10 tretmana HBK (Slika 7.). Ovako dobijeni rezultati su u saglasnosti 
sa rezultatima istraživanja Teshigawara i saradnika koji su pokazali da HBK reguliše 
metabolizam SMK kod miševa sa DM, tako što povećava ekspresiju enzima uključenog u β-
oksidaciju MK u mitohondrijama, karnitinska palmitoiltransferaza (CPT-1, engl. Carnitine 
palmitoyltransferase 1) kao i ekspresiju transkripcionih faktora: PPARα i koaktivatora 
receptora aktivacije proliferacije peroksizoma 1α (PGC-1α, engl. Peroxisome proliferator 
gamma coactivator-1alpha), zaduženih za transkripciju CPT-1 i regulaciju metabolizma 
lipida (Teshigawara i sar., 2010). Isti autori su, takođe, pokazali da HBK utiče na smanjenje 
hronične inflamacije na taj način što smanjuje ekspresiju TNFα, a sledstveno i lipolizu i 
koncentraciju SMK u serumu. U okviru eksperimenata ove doktorske disertacije nije merena 
ekspresija CPT-1, PPARα, PGC-1α, kao ni TNFα, ali se može pretpostaviti da HBK dovodi 
do smanjenja koncentracije SMK u plazmi ispitanika najverovatnije tako što utiče na 
povećanje ekspresije CPT-1, PPARα i PGC-1α, kao i smanjenje nivoa TNFα, što dovodi do 
smanjenja lipolize, a time i smanjenja koncentracije SMK u plazmi ispitanika. Na ovaj način 
terapija HBK može doprineti i smanjenju inflamacije kod pacijenata sa IDDM i vaskularnim 
komplikacijama. 
Polazeći od literaturnih podataka koji su pokazali da neadekvatna kontrola glikemije u 
stanju DM dovodi do oksidativnog stresa koji doprinosi promeni nivoa i sastava MK u plazmi 
i razvoju inflamacije (Ruiz-Gutierrez i sar., 1993; Hamilton i sar., 2003), u daljim 
eksperimentima je ispitivan uticaj terapije HBK na masnokiselinski sastav plazme pacijenata 
sa IDDM. Uzimajući u obzir da SFA i n-6 PUFA ostvaruju proinflamatorne efekte, dok 
MUFA i n-3 PUFA ostvaruju antiinflamatorne efekte u organizmu (Costabile i sar., 2005), 
izučavan je nivo ukupnih SFA, MUFA, n-3 i n-6 PUFA, kao i nivo pojedinačnih MK u 
plazmi pacijenata sa IDDM pre i posle primene terapije HBK. Takođe je izučavan uticaj 
terapije HBK na aktivnost enzima desaturaza i elongaza, enzima uključenih u proces sinteze 
MK. 
Dobijeni rezultati iz ovih eksperimenata pokazuju da terapija HBK nije dovela do 
promene nivoa ukupnih SFA u plazmi, ali je uticala na statistički značajne promene nivoa 
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pojedinačnih SFA, tj. povećala je nivo palmitinske kiseline i smanjila nivo stearinske kiseline 
u plazmi u poređenju sa vrednostima pre terapije (Tabela 4.). Dobijeni rezultati mogu se 
objasniti time da se stearinska kiselina brže konvertuje u MUFA u odnosu na palmitinsku 
kiselinu, posredstvom enzima desaturaze Δ9 (Bruce i Salter, 1996), čija je aktivnost povećana 
nakon terapije HBK kod pacijenata sa IDDM (Tabela 6.). Takođe, pod uticajem terapije 
HBK je došlo i do smanjenja aktivnosti elongaze, što je procenjeno na osnovu izračunatog 
odnosa nivoa stearinske i palmitinske kiseline u plazmi. Smanjena aktivnost elongaze nakon 
10 tretmana HBK objašnjava se smanjenim nivoom stearinske kiseline u odnosu na povećani 
nivo palmitinske kiseline u plazmi (Tabela 6.). Povećani nivo palmitinske kiseline u plazmi 
smatra se nepoželjnim jer ova MK može narušiti molekulski mehanizam delovanja insulina i 
doprineti razvoju IR, a ima i veći aterogeni potencijal nego stearinska kiselina u plazmi 
(Ristic-Medic i sar., 2009; Talbot i sar., 2014).  
Rezultati merenja udela MUFA u odnosu na ukupne MK u plazmi pokazuju da 
terapija HBK nije dovela do promene nivoa ukupnih MUFA, kao ni promene nivoa oleinske i 
vakcenske kiseline, ali je došlo do statistički značajnog povećanja nivoa palmitoleinske 
kiseline u plazmi nakon terapije HBK u poređenju sa vrednostima pre terapije (Tabela 4.). 
Uočeno povećanje nivoa palmitoleinske kiseline u plazmi pacijenata sa IDDM nakon terapije 
HBK može biti delimično odgovorno za inhibiciju inflamatornog odgovora izazvanog 
visokim nivoom palmitinske kiseline u plazmi ispitanika. U prilog ovoj pretpostavci idu i 
rezultati iz literature koji su pokazali da palmitoleinska kiselina ostvaruje antiinflamatorna 
svojstva tako što sprečava aktivaciju makrofaga i smanjuje ekspresiju inflamatornih citokina i 
transkripcionih faktora uključenih u inflamatorni odgovor koji je izazvan tretmanom sa 
palmitinskom kiselinom (Talbot i sar., 2014).  
Literaturni podaci su pokazali da oboleli od DM imaju nizak udeo n-3 PUFA, 
posebno nizak nivo dokozaheksaenoinske kiseline, kao i da je neophodan unos dodataka 
ishrane ili konzumiranje hrane bogate n-3 PUFA, kako bi se povećao nivo ovih MK u plazmi 
neophodnih za normalno funkcionisanje cerebrovaskularnog i kardiovaskularnog sistema 
(Lefkowith i sar., 1990; Tikhonenko i sar., 2010; Zhao i sar., 2014). Rezultati dobijeni 
merenjem udela n-3 PUFA u odnosu na ukupan masnokiselinski sastav plazme obolelih od 
IDDM nakon 10 tretmana HBK, pokazuju da nije došlo do promene u nivou ukupnih PUFA, 
kao i ni u nivou eikozapentaenoinske kiseline, međutim uočeno je statistički značajno 
smanjenje nivoa α-linoleinske kiseline, kao i povećanje nivoa dokozapentaenoinske i 
dokozaheksaenoinske kiseline u plazmi u poređenju sa izmerenim vrednostima pre terapije 
(Tabela 4.). Polazeći od činjenice da je esencijalna α-linoleinska kiselina prekursor za n-3 
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PUFA dugog lanca (Hirano, 2018), dobijeni rezultati koji pokazuju smanjenje nivoa α-
linoleinske kiseline mogu se objasniti uticajem terapije HBK na povećanje konverzije α-
linoleinske kiseline u MK dužeg lanca, kao što su dokozapentaenoinska i 
dokozaheksaenoinska kiselina. Visok nivo navedenih MK u plazmi i membranama eritrocita 
ostvaruje povoljne efekte na metabolizam glukoze i lipida, i povezan je sa smanjenim rizikom 
za razvoj IDDM (Dewailly i sar., 2003; Norris i sar., 2007; Kim i sar., 2015). 
Dokozapentaenoinska i dokozaheksaenoinska kiselina u plazmi poboljšavaju senzitivnost 
ćelija na insulin i smanjuju glikemiju vezujući se za GPR40 u β-ćelijama pankreasa, GPR120 
na adipocitima i aktivirajući PPAR-α i PPAR-γ u jetri (Morgan i Dhayal, 2009; Kalupahana i 
sar., 2011; Li i sar., 2014; Guo i sar., 2018). Visok nivo dokozaheksaenoinske kiseline u 
plazmi smanjuje veličinu HDL čestica, što utiče na smanjenje rizika za razvoj DM i KVB 
(Tani i sar., 2018). Takođe, dokozaheksaenoinska kiselina povećava veličinu LDL čestica i 
smanjuje koncentraciju Tg tako što inhibira enzime uključene u metabolizam lipida kao što 
su: fosfatidna fosfataza i lecitin-holesterol aciltransferaza, te na taj način sprečava razvoj 
ateroskleroze i pospešuje vaskularnu funkciju (Kinsella i sar., 1990; Erkkila i sar., 2004; Tani 
i sar., 2018). Dokozaheksaenoinska kiselina ostvaruje antiinflamatornu ulogu kod obolelih od 
DM na taj način što reguliše sintezu eikozanoida, transkripciju gena uključenih u inflamatorni 
odgovor organizma (npr. NFκB), smanjuje sintezu ROS i inflamatornih citokina, inhibira 
proliferaciju i aktivnost limfocita i ćelija prirodnih ubica (NK ćelije, engl. Natural Killer 
Cells) (Krishna Mohan i Das, 2001; Calder i Grimble, 2002; Wang i sar., 2003). Uzimajući u 
obzir da su slobodne n-3 PUFA i n-6 PUFA u kompeticiji za isti supstrat (Δ5 i Δ6 
desaturaze), od njihovog međusobnog odnosa zavisi da li će se ispoljiti antiinflamatorna (više 
n-3 PUFA) ili proinflamatorna svojstva (više n-6 PUFA) (Costabile i sar., 2005). Rezultati 
dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju da terapija HBK u strogo kontrolisanim 
bolničkim uslovima ostvaruje povoljne efekte na obolele od DM tako što promenom udela 
pojedinačnih n-3 PUFA u odnosu na ukupne MK plazme omogućava ostvarivanje njihovih 
antiinflamatornih i antiaterogenih svojstava.  
Imajući u vidu literaturne podatake koji su pokazali da su n-6 PUFA medijatori 
inflamacije, kao i da visok nivo n-6 PUFA povećava rizik za razvoj DM (Wald i sar., 2002; 
Chuang i sar., 2012), u daljem radu je analiziran udeo ukupnih i pojedinačnih n-6 PUFA u 
odnosu na ukupne MK plazme pod uticajem terapije HBK kod pacijenata sa IDDM. Dobijeni 
rezultati pokazuju da nakon terapije HBK nije došlo do promene u nivou ukupnih n-6 PUFA, 
kao ni u nivou γ-linolne, dihomo-γ-linolne, arahidonske i adreninske kiseline, ali je uočeno 
statistički značajno smanjenje nivoa linolne kiseline u plazmi u poređenju sa vrednostima pre 
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terapije (Tabela 4.). Iako nije zabeležena statistički značajna promena nivoa izučavanih 
pojedinačnih n-6 PUFA, smanjenje nivoa linolne kiseline u plazmi nakon terapije HBK je 
očekivano jer je ova MK esencijalna i od nje nastaju sve druge n-6 PUFA. Poznato je da 
visok nivo linolne kiseline može dovesti do disfunkcije ćelijske membrane, povećati sintezu 
ROS i ekspresiju NFκB, koja može voditi ekspresiji gena uključenih u proces inflamacije i 
ateroskleroze (Toborek i sar., 1996), te je moguće da posredstvom smanjenja nivoa linolne 
kiseline u plazmi HBK može uticati i na ekspresiju signalnih molekula i transkripcionih 
faktora koji učestvuju u procesu inflamacije i ateroskleroze. Na osnovu dobijenih rezultata 
moglo bi se pretpostaviti da terapija HBK ostvaruje povoljne efekte na vaskularnu funkciju 
obolelih od IDDM i tako što menja sastav MK u lipidima plazme. Međutim, mehanizam 
kojim HBK utiče na promenu sastava MK u plazmi još nije dovoljno razjašnjen. Brown i 
saradnici su pokazali da primena HBK pod pritiskom 2,2 ATA podstiče sintezu MK i utiče na 
relativnu promenu nivoa pojedinačnih MK tako što reguliše ekspresiju i aktivnost enzima 
uključenih u deasaturaciju i elongaciju MK (Brown i sar., 1971). Rezultati koji se odnose na 
izračunavanje aktivnosti Δ5 i Δ6 desaturaza (neophodnih za konverziju α-linoleinska kiselina 
u ostale n-3 PUFA i linolna kiselina u n-6 PUFA), kao i aktivnost elongaze, pokazuju da je 
tretman HBK doveo do smanjenja aktivnosti Δ5, uz izostanak statistički značajne promene 
aktivnosti Δ6 i povećane aktivnosti elongaze u odnosu na vrednosti pre terapije HBK (Tabela 
6.). Ovako dobijeni rezultati mogu se objasniti time da povećan nivo dokozapentaenoinske i 
dokozaheksaenoinske kiseline u plazmi nakon terapije HBK negativnom povratnom spregom 
regulišu aktivnost deasaturaze Δ5 i na taj način utiče na smanjenje ekspresije desaturaza i 
transkripcionih faktora uključenih u metabolizam masti (Brenner, 2003; Davidson i sar., 
2018).  
Klinička manifestacija inflamacije karakteriše se visokom koncentracijom proteina 
akutne faze inflamacije, kao što je CRP (Nesto, 2004; Marseglia i sar., 2015) i visoke 
koncentracije Hcy (Li i sar., 2015; Obradovic i sar., 2018) i NO u serumu, koji ostvaruju 
jednu od ključnih uloga u razvoju ateroskleroze, vaskularnih komplikacija i KVB kod 
obolelih od DM (Stanger i Weger, 2003; Kleinbongard i sar., 2006; S., 2011). Rezultati 
novijih studija su ukazali na postojanje pozitivne asocijacije između visoke koncentracije 
CRP, Hcy i NO u uzorcima krvi obolelih od KVB (Ikeda i sar., 2002; Woo i sar., 2003; Li i 
sar., 2015). Polazeći od rezultata iz literature koji su pokazali da terapija insulinom ne dovodi 
do smanjenja koncentracija CRP i Hcy, čak i nakon snižavanja nivoa glikemije pacijenata sa 
IDDM (Stentz i sar., 2004), u daljem radu je praćen efekat terapije HBK na koncentraciju 
pomenutih markera inflamacije (CRP, Hcy i NO) kod pacijenata sa IDDM. 
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Rezultati pokazuju da je terapija HBK dovela do statistički značajnog smanjenja 
koncentracije CRP u serumu pacijenata sa IDDM u odnosu na vrednosti izmerene pre terapije 
(Slika 8.). Dobijeni rezultati u saglasnosti su sa rezultatima istraživanja drugih autora koji su 
pokazali da terapija HBK smanjuje koncentraciju CRP u serumu obolelih od DM sa 
vaskularnim komplikacijama (Rossignol i sar., 2007; Karadurmus i sar., 2010; Chen i sar., 
2017), što ukazuje na smanjenje inflamacije kod ovih pacijenata. HBK ostvaruje inhibitorni 
efekat na sintezu CRP u jetri tako što smanjuje koncentraciju glukoze i SMK u plazmi 
(Sheldon i sar., 1993; Al-Waili i Butler, 2006), koje dovode do smanjenja ekspresije 
inflamatornih citokina (IL-1, IL-6 i TNFα), za koje je pokazano da in vitro i in vivo uslovima 
podstiču sintezu CRP u hepatocitima (Sheldon i sar., 1993; Al-Waili i Butler, 2006).  
Visoka koncentracija Hcy u plazmi karakteristična je za obolele od DM sa 
vaskularnim komplikacijama i uočeno je postojanje pozitivne korelacije sa CRP, NO i 
faktorima rizika za razvoj KVB kao što su dislipidemija, IR, HTA, ateroskleroza itd. (Li i 
sar., 2015; Obradovic i sar., 2018). Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije 
pokazuju da terapija HBK nije dovela do statistički značajne promene koncentracije Hcy u 
plazmi pacijenata sa IDDM (Slika 9.). Na osnovu ograničenih literaturnih podataka pokazano 
je da HBK ne ostvaruje direktan efekat na koncentraciju Hcy u plazmi (Sharer i sar., 1983), 
ali ona može ublažiti simptome izazvane HHcy (Domachevsky i sar., 2004). Terapija HBK bi 
mogla posredno uticati na koncentraciju Hcy u serumu preko efekta na sastav pojedinačnih 
MK (Nikolic Turnic i sar., 2019). Niska koncentracija Hcy u serumu povezana je sa visokim 
nivoom eikozapentaenske kiseline i n-6 PUFA (Nikolic Turnic i sar., 2019). Uočen nivo 
eikozapentaenske kiseline u plazmi ispitanika niži je u poređenju sa zdravom populacijom 
(Albert i sar., 2002), što se dovedi u vezu sa visokom koncentracijom Hcy u serumu 
ispitanika pre terapije. Dobijeni rezultati u okviru ove doktorske disertacije koji su pokazali 
da nije uočena statistički značajna promena u nivou eikozapentaenske kiseline i n-6 PUFA u 
plazmi ispitanika nakon terapije HBK mogli bi se dovesti u vezu sa izostankom promene u 
koncentraciji Hcy u serumu ispitanika izloženih HBK.  
Imajući u vidu da su brojni literaturni podaci ukazali na to da hiperglikemija dovodi 
do povećanja koncentracije NO tako što povećava ekspresiju iNOS i doprinosi razvoju 
inflamacije (Sugita i sar., 2002; Di Pietro i sar., 2013), kao i da visoka koncentracija SMK, 
CRP i Hcy u krvi može povećati sintezu NO u različitim ćelijama (Shimabukuro i sar., 1997; 
Ikeda i sar., 1999; Ikeda i sar., 2002), dalje će biti diskutovani rezultati merenja koncentracije 
NO2
-/NO3
- u serumu. Rezultati pokazuju da je terapija HBK dovela do statistički značajnog 
smanjenja koncentracije NO2
-/NO3
- u serumu u odnosu na vrednosti pre terapije (Slika 10.). 
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Mehanizam kojim HBK ostvaruje redukujući efekat na koncentraciju NO2
-/NO3
- u serumu 
nije u potpunosti razjašnjen. Polazeći od saznanja da postoji povezanost između koncentracije 
NO2
-/NO3
- u serumu, koncentracije glukoze, SMK i CRP u serumu obolelih od DM 
(Shimabukuro i sar., 1997; Ikeda i sar., 2002; Adela i sar., 2015), moguće je da terapija 
smanjujući visoke koncentracije glukoze, SMK i CRP u serumu pacijenata sa IDDM utiče na 
smanjenje sinteze NO.  
Uzimajući u obzir da je inducibilna izoforma NOS prvi put okarakterisana u 
mononuklearnim ćelijama imunskog sistema miševa (Lyons i sar., 1992), i da je u odnosu na 
druge ova izoforma zastupljenija u limfocitima periferne krvi čoveka (Saluja i sar., 2011), 
izučavan je uticaj terapije HBK na ekspresiju iNOS u limfocitima pacijenata sa IDDM. Kod 
pacijenata sa IDDM uočeno je da je terapija HBK dovela do značajnog smanjenja ekspresije 
iNOS u limfocitima (Slika 12.), što je u saglasnosti sa rezultatima drugih autora koji su 
pokazali da HBK dovodi do smanjenja ekspresije i aktivnosti iNOS kod ljudi i 
eksperimentalnih životinja (Yuan i sar., 2004; Puthucheary i sar., 2006; Kudchodkar i sar., 
2007). HBK je dovela do smanjenja koncentracije glukoze, SMK i markera inflamacije, koji 
svi zajedno mogu uticati na smanjenje aktivacije transkripcionih faktora uključenih u 
ekspresiju iNOS, što rezultira smanjenjem ekspresije i aktivnosti iNOS. Poznato je da na 
ekspresiju iNOS mogu uticati i određene MK, među kojima je i dokozaheksaenoinska 
kiselina (Kielar i sar., 2003), čiji je nivo značajno povećan u plazmi ispitanika posle terapije 
HBK. Kielar i saradnici su pokazali da visok nivo dokozaheksaenoinske kiseline u plazmi 
miševa smanjuje relativnu ekspresiju citokina utičući na smanjenu aktivnost transkripcionog 
faktora NFκB i posledičnu inhibiciju iNOS (Kielar i sar., 2003). Isti autori su pokazali da 
dokozaheksaenoinska kiselina inhibira ekspresiju iNOS u makrofagima miševa tako što 
smanjuje relativnu ekspresiju regulatornog faktora interferona 1 (IRF-1, engl. Interferon 
Regulatory Factor) i na taj način inaktivira elemente odgovora za IRF-1 i NFκB na 
promotoru gena za iNOS (Kielar i sar., 2000). Dobijeno smanjenje ekspresije iNOS i 
koncentracije NO se može objasniti i time da terapija HBK povećavajući nivo 
dokozaheksaenoinske kiseline u plazmi utiče na smanjenje ekspresije iNOS u limfocitima, 
posredstvom inaktivacije elemenata odgovora za IRF-1 i NFκB na promotoru gena za iNOS 
čime se sprečava transkripcija ovog gena (Kielar i sar., 2000), time se smanjuje inflamaciju 
koja bi dovela do povrede vaskularnog sistema pacijenta sa IDDM. Dalje, dobijeni rezultati 
pokazuju da je nakon terapije HBK uočena statistički značajna pozitivna korelacija između 
nivoa iNOS u limfocitima i koncentracije Tg u plazmi ispitanika (Tabela 7.), što je u 
saglasnosti sa rezultatima drugih autora koji su, takođe, pokazali da selektivna ekspresija 
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iNOS u jetri dovodi do povećanja koncentracije Tg u plazmi što doprinosi razvoju 
hiperglikemije i IR (Shinozaki i sar., 2011). Takođe, Puthanveetil i saradnici su ukazali da bi 
inhibicija iNOS mogla da spreči translokaciju glukoproteina uključenog u transport MK i 
akumulaciju Tg (CD36) na membranu, i tako doprinese smanjenju akumulacije Tg i uspori 
razvoj kardiovaskularnih komplikacija povezanih sa gojaznošću i DM (Puthanveetil i sar., 
2011).  
Polazeći od činjenice da enzim arginaza konvertuje L-arginina u L-ornitin i ureu, i da 
se nalazi u kompeticiji za isti supstrat (L-arginin) sa NOS (Green i sar., 1982), u daljem radu 
je izučavana aktivnost ovog enzima i dobijeni rezultat pokazuje da je terapija HBK uticala na 
povećanje njegove aktivnosti (Slika 11.). Dobijeni rezultati smanjenja ekspresije i aktivnosti 
iNOS pod uticajem terapije HBK ukazuju na to da se manja količina supstrata L-arginina 
koristi za sintezu NO, a veća za aktivnost enzima arginaze. Dobijeni rezultati u skladu su sa 
rezultatima studija drugih autora koji, takođe, dovode u direktnu vezu aktivnost arginaze i 
aktivnost iNOS, i pokazuju da su nivo aktivnosti arginaze i nivo aktivnosti iNOS obrnuto 
proporcionalni (Modolell i sar., 1995; Mori i Gotoh, 2000; Morris i sar., 2004). 
Dalji eksperimenti u okviru ove doktorske disertacije bili su usmereni na ispitivanje 
uloge ekspresije signalnih molekula, kao što su IRS-1, PI3K, Akt, ERK1/2 i NFκB-p65, 
uključenih u regulaciju ekspresije i aktivnosti iNOS u limfocitima ispitanika pod uticajem 
terapije HBK. Aktivnost NFκB-p65 regulisana je na nivou fosforilacije IκB, proteina koji 
vezuje NFκB, ali fosforilacije samog NFκB-p65. Fosforilacija NFκB-p65 na Ser536 je važan 
mehanizam regulacije aktivnosti NFκB-p65 putem IκKα, obzirom da fosforilacija ovog 
transkripcionog faktora na Ser536 vodi smanjenju aktivnosti NFκB-p65 (Lawrence i sar., 
2005; Ghosh i sar., 2010). Takođe, fosforilacija NFκB-p65 na Ser536  NFκB-p65 sprečava 
prelazak iz citoplazme u jedro i inhibira njegovo vezivanje za promotor gena u jedru 
leukocita, sprečavajući time transkripciju gena uključenih u inflamatorni proces, i smanjujući 
inflamaciju (Mattioli i sar., 2004; Saccani i sar., 2004; Lawrence i sar., 2005). Rezultati 
merenja ekspresije fosforilisanog NFκB-p65 na Ser536 i ukupnog NFκB-p65, kao i 
određivanja njihovog odnosa, koji ukazuje na nivo aktivacije NFκB-p65 u limfocitima 
ispitanika, pokazuju da je došlo do statistički značajnog smanjenja ekspresije fosforilisanog i 
ukupnog NFκB-p65 (Slika 15A.B.) i povećanja njihovog odnosa u poređenju na vrednostima 
pre terapije (Slika 15C.). Povećanje odnosa fosforilisanog NFκB-p65 na Ser536 i ukupnog 
NFκB-p65, odnosno fosforilacije NFκB-p65 na Ser536 ukazuje na smanjenu aktivnost NFκB-
p65 (Lawrence i sar., 2005; Ghosh i sar., 2010). Dobijeni rezultati u saglasnosti su sa 
rezultatima drugih autora koji su takođe pokazali da tretman HBK inhibira ekspresiju i 
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aktivnost NFκB-p65 u plazmi i različitim ćelijama (Meng i sar., 2016; Sun i sar., 2019; Niu i 
sar., 2019). Polazeći od toga da je ekspresija iNOS, pre svega, regulisana na nivou 
transkripcije gena, moguće je da HBK inhibirajući aktivnost NFκB-p65, transkripcionog 
faktora koji se vezuje za promotor gena za iNOS, utiče i na smanjenje ekspresije iNOS u 
limfocitima obolelih od IDDM. Smanjenje ekspresije NFκB-p65 i iNOS zapaženo nakon 
terapije HBK u limfocitima ispitanika može se dovesti u vezu i sa inhibitornim efektom HBK 
na sintezu inflamatornih citokina koji su uključeni u aktivaciju NFκB-p65, što je potvrđeno i 
rezultatima drugih autora (Benson i sar., 2003; Ding i sar., 2018).  
Literaturni podaci su pokazali da je u stanju DM i IR povećana fosforilacije IRS-1 na 
serinskimostacima usled visoke koncentracije SMK u plazmi, čime je smanjena mogućnost 
fosforilacije IRS-1 na tirozinskim ostacima, time se sprečava asocijacija IRS-1 sa receptorom 
za insulin, kao i asocijacija IRS-1 sa p85 subjedinicom PI3K (Dresner i sar., 1999; Birnbaum, 
2001). Dalje će biti diskutovani rezultati koji su dobijeni merenjem ekspresije fosforilisanog 
IRS-1 na Ser307 i ukupnog IRS-1, kao i određivanjem njihovog odnosa u limfocitima 
ispitanika pod uticajem terapije HBK. Dobijeni rezultati pokazuju da je nakon terapije HBK u 
limfocitima pacijenata sa IDDM došlo do statistički značajnog smanjenja ekspresije 
fosfoforilisanog IRS-1 na Ser307, ukupnog IRS-1 (Slika 16A.B.) i njihovog odnosa, tj. 
fosforilacije IRS-1 na Ser307 (Slika 16C.). Ovako dobijeni rezultat navodi na zaključak da je 
usled smanjenja fosforilacije IRS-1 na Ser307 pod uticajem terapije HBK, aktivirana 
fosforilacija IRS-1 na tirozinskim ostacima. Moguće je da terapija HBK smanjujući 
koncentraciju SMK u serumu pacijenata sa IDDM dovodi do aktivacije IRS-1, ključnog 
molekula u signalnoj kaskadi kojom insulin ostvaruje svoje dejstvo na ćelije i tkiva (Saltiel i 
Kahn, 2001). Takođe je moguće i da smanjena ekspresija iNOS nakon terapije HBK 
doprinosi aktivaciji IRS-1, s obzirom na to da je pokazano da NO, poreklom od iNOS, 
reakcijama S-nitrozilacije i nitracije dovodi do posttranslacione modifikacije proteina kao što 
je IRS-1 i dovodi do njegove degradacije putem procesa ubikvitinacije (Sugita i sar., 2005). 
Takođe, inhibicija iNOS dovodi do fosforilacije IRS-1 na Tyr i time aktivira signalni put 
delovanja insulina, što dovodi do poboljšanja regulacije metabolizma glukoze u hepatocitima 
gojaznih miševa sa DM (Fujimoto i sar., 2005).  
Sledeći u nizu molekula koji učestvuje u mehanizmu regulacije ekspresije i aktivnosti 
iNOS je i PI3K (Korkmaz-Icöz i sar., 2017; Zafirovic i sar., 2019). Pokazano je da je 
aktivnost ove kinaze smanjena u stanju DM što može uticati na razvoj inflamacije i apoptoze 
ćelija (So i Fruman, 2012). Rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji pokazuju da je 
terapija HBK dovela do statistički značajnog povećanja ekspresije regulatorne p85 i 
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katalitičke subjedinice p110 PI3K u limfocitima ispitanika u odnosu na vrednosti izmerene 
pre terapije (Slika 17A.B.). Aktivacija PI3K pod uticajem terapije HBK dalje može podstaći 
sintezu kofaktora BH4 posredstvom enzima GTP ciklohidrolaze 1 (GCH1, engl. GTP 
cyclohydrolase 1), i na taj način omogućiti dimerizaciju iNOS (Sakai i sar., 2006), što 
ukazuje da PI3K ima važnu ulogu u post-transkripcionoj modifikaciji proteinskog produkta 
gena za iNOS. Dakle, dobijeni rezultati aktivacije PI3K kao i smanjenja ekspresije iNOS u 
limfocitima ispitanika ukazuju na to da PI3K najverovatnije nije uključena u mehanizam 
regulacije iNOS na nivou transkripcije pod uticajem terapije HBK. Rezultati dobijeni 
linearnom regresionom analizom pokazuju postojanje značajne pozitivne korelacije između 
nivoa PI3K-p85 u limfocitima i dokozapentaenoinske kiseline u plazmi ispitanika nakon 
terapije HBK (Tabela 8.). n-3 PUFA, među kojima su dokozapentaenoinska i 
dokozaheksaenoinska kiseline, mogu smanjiti povrede izazvane ishemijom i reperfuzijom, 
tako što povećavaju stvaranje fosfatidilserina u membrani, koji podstiče vezivanje PIP3, 
produkta aktivirane PI3K kinaze, i PH domena Akt, što dovodi do aktivacije Akt (Huang i 
sar., 2011; Zhang i sar., 2015). Rezultati ove doktorske disertacije kao i rezultati drugih 
autora (Huang i sar., 2011; Zhang i sar., 2015) ukazuju na moguće učešće DPA u regulaciji 
ekspresije PI3K/Akt signalnog puta u limfocitima ispitanika pod uticajem terapije HBK.  
Rezultati brojnih istraživanja su ukazali na učešće Akt kinaze u regulaciji ekspresije i 
aktivnosti iNOS enzima (Hattori i sar., 2003; Gwinn i Vallyathan, 2006). Aktivacija Akt vodi 
fosforilaciji IκK, koja omogućava proteolitičku degradaciju IκB-NFκB kompleksa, 
translokaciju NFκB iz citoplazme u jedro i sledstvenu transkripciju i translaciju iNOS gena 
(Hattori i sar., 2003; Gwinn i Vallyathan, 2006). Postoje i podaci koji pokazuju da inhibicija 
Akt dovodi do supresije aktivnosti NFκB i sledstvene inhibicije ekspresije iNOS (Hattori i 
sar., 2003). Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da je terapija HBK dovela do 
smanjenja ekspresije fosforilisane Akt na Thr308 i Ser473, ukupne Akt (Slika 18A.B. i 19A.B.), 
fosforilacije Akt na Ser473 (Slika 19C.), kao i povećanja fosforilacije Akt na Thr308 (Slika 
18C.) u limfocitima ispitanika u odnosu na nivoe pre početka terapije. Uzimajući u obzir da 
je za potpunu aktivaciju Akt, neophodna fosforilacija ove kinaze na Thr308 i Ser473 ostacima, 
dobijeni rezultati ukazuju da terapija HBK dovodi do delimične fosforilacije, tj. delimične 
aktivacije Akt u limfocitima, što ukazuje da je aktivnost Akt kinaze u limfocitima ispitanika 
smanjena. Uzimajući u obzir da različite kinaze aktiviraju Akt, fosforilacijom na Thr308 i 
Ser473 ostacima, nezavisno od aktivacije PI3K, moguće je da sama terapija HBK utiče na 
aktivaciju kinaza koje fosforilišu Akt na Thr308, kao što je PDK1 (Alessi i Cohen, 1998), dok 
inhibira kinaze koji dovode do fosforilacije Akt na Ser473, među kojima su mTORC2, PDK2, 
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PIKK i DNA-PK (Sarbassov i sar., 2005; Sale i Sale, 2008). Ova pretpostavka može se 
delimično potvrditi rezultatima istraživanja Liu i saradnika koji su pokazali da HBK inhibira 
mTOR signalni put kod pacova sa razvijenim perifernim neuropatskim bolom, što rezultira 
izostankom fosforilacije Akt na Ser473 (Liu i sar., 2017; Liu i sar., 2019). S obzirom da je 
fosforilacija Akt na oba aminokiselinska ostatka neophodna za aktivaciju NFκB, moguće je 
da je nepotpuna fosforilacija Akt uzrok smanjene ekspresije i aktivnosti NFκB u limfocitima, 
a sledstveno i smanjene ekspresije iNOS u limfocitima pacijenata sa IDDM nakon terapije 
HBK. U prilog ovom objašnjenju idu i rezultati istraživanja Song i saradnika koji su pokazali 
da smanjena fosforilacija Akt na Ser473, izazvana primenom inhibitora, dovodi do smanjene 
fosforilacije IκBα, a time i smanjene aktivnosti NFκB kod miševa (Song i sar., 2008). 
Dobijeni rezultati ukazuju na učešće Akt kinaze u regulaciji ekspresije iNOS najverovatnije 
preko smanjene ekspresije NFκB-p65 u limfocitima ispitanika nakon terapije HBK.  
Rezultati prethodnih istraživanja naše laboratorije ukazala su na učešće ERK1/2 
kinaze u regulaciji ekspresije i aktivnosti iNOS kod gojaznih pacova sa IR (Sudar 
Milovanovic i sar., 2015; Zafirovic i sar., 2017). Osim toga, pokazano je i da fosforilisana, tj. 
aktivirana ERK1/2 fosforiliše IκK i tako aktivira NFκB, on pokreće transkripciju gena za 
iNOS u stanju DM (Awazu i sar., 1999; Kang i sar., 1999; Hou i sar., 2009). Nasuprot tome, 
inhibicija fosforilacije ove kinaze smanjuje aktivnost NFκB izazvane citokinima i smanjuje 
ekspresiju gena za iNOS (Xu i sar., 2006). Rezultati ove doktorske teze pokazuju da je nakon 
terapije HBK došlo do značajnog smanjenja ekspresije fosforilisane ERK1/2 na Thr202 i 
Tyr204, ukupne ERK1/2 (Slika 20A.B.), kao i njihovog odnosa tj. fosforilacije ERK1/2 na 
Thr202 i Tyr204 (Slika 20C.) u limfocitima pacijenata sa IDDM u odnosu na vrednosti pre 
terapije. Na osnovu dobijenih rezultata, kao i podataka iz literature može se zaključiti da 
smanjena fosforilacija ERK nakon terapije HBK rezultira smanjenom ekspresijom i 
aktivnošću NFκB, kao i sledstvenom inhibicijom ekspresije i aktivnosti iNOS (Jiang i sar., 
2004; Niu i sar., 2013).  
Poznato je da IGFBP-1 ima važnu ulogu u metabolizmu lipida i glukoze, i da 
promene u ekspresiji ovog proteina koji vezuje IGF-1, mogu ukazivati na poremećaj 
metabolizma i pojavu vaskularnih komplikacija u stanju IDDM (Kang i sar., 2005; Aryan i 
sar., 2018). Neadekvatna kontrola glikemije i godine života kod dijabetičara vode sve većem 
porastu koncentracije IGFBP-1 u cirkulaciji (Aydin i sar., 2013). Intenzivnim pregledom 
literature nije pronađen ni jedan rad koji se odnosi na uticaj HBK na ekspresiju IGFBP-1 u 
serumu, stoga su dalja istraživanja bila usmerena na odgovor na pitanje: Da li terapija HBK 
utiče na ekspresiju IGFBP-1 u serumu ispitanika? Rezultati pokazuju da je nakon terapije 
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HBK došlo do značajnog povećanja ekspresije IGFBP-1 u serumu ispitanika (Slika 21.). 
Polazeći od saznanja da na regulaciju nivoa IGFBP-1 u cirkulaciji mogu uticati brojni 
hormoni, među kojima su insulin i hormon rasta, kao i inflamatorni citokini, ishrana itd., 
moguće je da terapija HBK ostvaruje uticaj na ekspresiju IGFBP-1, posredno preko uticaja na 
smanjenje koncentracije insulina. Hormon insulin je važan regulator ekspresije IGFBP-1 u 
jetri, i u visokoj koncentraciji inhibira transkripciju gena za IGFBP-1 i tako smanjuje njegovu 
koncentraciju u krvi (Orlowski i sar., 1991). Smanjenje koncentracije insulina u serumu 
ispitanika uočeno nakon terapija HBK može se dovesti u vezu sa povećanjem ekspresije 
IGFBP-1 u serumu. Iako je u literaturi pokazano da terapija HBK ostvaruje povoljan uticaj na 
obolele sa IDDM, tako što smanjuje komplikacije nastale usled neadekvatne kontrole 
glikemije, dobijeni rezultati povećanog nivoa IGFBP-1 posle terapije HBK ukazuju na nizak 
nivo IGF-1, čak i nakon uspostavljanja adekvatne kontrole glikemije (van Dijk i sar., 2014). 
Važno je, takođe, istaknuti da dobijeni rezultati u okviru ove doktorske disertacije 
predstavljaju rane efekte terapije HBK i stoga je teško prevideti da li bi korekcija ili 
ponavljanje terapije HBK moglo da dovede do izmena u ekspresiji IGFBP-1 u serumu 
ispitanika. Izostanak studija koje ispituju efekat HBK na ekspresiju IGFBP-1 i prijavljeni 
suprotni efekti visoke koncentracije IGFBP-1 na razvoj vaskularnih komplikacija u stanju 
DM (Barzilay i sar., 2001), zahtevaju sprovođenje dodatnih istraživanja kako bi se ispitali 
rani i kasni efekti HBK na pacijente sa IDDM. 
Uzimajući u obzir sve rezultate ove doktorske disertacije predložen je mehanizam 
kojim terapija ostvaruje antiinflamatorne efekte i potencijalno smanjuje vaskularne 
komplikacije kod pacijenata sa IDDM (Slika 22.). Terapija HBK smanjuje koncentraciju 
glukoze, insulina, CRP, lipida, i ukupne SMK u krvi i pojedinačnih SMK, kao što su 
stearinska, linolna i α-linoleinska kiseline. Sa druge strane terapija povećava nivo 
dokozapentaenoinske, dokozaheksaenoinske, palmitoleinske i palmitinske kiseline u plazmi 
ispitanika, što bi moglo da inhibira ekspresiju iNOS na nivou transkripcije i tako spreči dalji 
razvoj inflamacije i vaskularnih komplikacija. Inhibicija ekpresije i aktivnosti iNOS može biti 
ostvarena pod uticajem različitih signalnih kaskada u kojima učestvuju IRS-1, PI3K i Akt sa 
jedne strane i ERK1/2 sa druge strane (Kim i Kim, 2005; Zafirovic i sar., 2019). Aktivacija 
Akt i ERK1/2 neophodna je za aktivaciju NFκB i sledstvenu transkripciju gena za iNOS 
(Zhao i Lee, 1999;  Dong Bai i sar., 2009). HBK terapija uzrokuje aktivaciju IRS-1 i PI3K, 
ali i delimičnu aktivaciju Akt usled izostanka fosforilacije na Ser473, što rezultira smanjenju 
ekspresije NFκB-p65 u limfocitima. Uzrok smanjene ekspresije NFκB-p65 je smanjena 
ekspresija ERK1/2 pod uticajem terapije HBK, ali i povećane fosforilacije NFκB-p65 na 
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Ser536, što sprečava prelazak ovog transkripcionog faktora u jedro i inhobira njegovo 
vezivanje za promotor gena za iNOS, i sledstvenog smanjenja ekspresije ovog gena.  
 
 
Slika 22. Uticaj terapije HBK na parametre metabolizma glukoze i masti, kao i markera 
inflamacije i molekulski mehanizmi regulacije ekspresije iNOS u limfocitima pacijenata sa 
IDDM i vaskularnim komplikacijama 
HBK- kiseonik pod hiperbaričnim uslovima; SMK- slobodne masne kiseline; IGFBP-1- 
protein koji vezuje faktor rasta sličan insulinu 1; CRP- C-reaktivni protein; NO- azot-
monoksid; IRS-1- supstrat receptora za insulin 1; PI3K- fosfatidilinozitol 3 kinaza; Akt- 
protein kinaza B; ERK1/2- kinaza regulisana vanćelijskim signalima 1 i 2; NFκB-p65- p65 
subjedinica nuklearnog faktora κappa B; iNOS- inducibilna azot-monoksid-sintaza 





7. Zaključci  
 
Na osnovu rezultata dobijenih i prikazanih u okviru ove doktorske disertacije mogu se 
izvesti sledeći zaključci. Terapija HBK u trajanju od 10 tretmana kod pacijenata sa IDDM i 
vaskularnim komplikacijama dovodi do: 
 
1. smanjenja koncentracije glukoze i insulina u serumu,  
2. smanjenja koncentracije ukupnog holesterola, holesterola bez HDL, Tg i LDL u 
plazmi, kao i rizika za razvoj ateroskleroze, 
3. smanjenja koncentracije ukupnih SMK u plazmi i nivoa pojedinačnih SMK, kao što 
su: stearinska, linolna i α-linoleinske kiselina, i povećanja nivoa 
dokozapentaenoinske, dokozaheksaenoinske, palmitoleinske i palmitinske kiseline u 
plazmi,  
4. smanjenja markera inflamacije CRP i NO u serumu, 
5. smanjenja ekspresije i aktivnosti iNOS u limfocitima, 
6. smanjenja ekspresije transkripcionog faktora NFκB-p65, ekspresije i fosforilacije 
IRS-1 na Ser307, ekspresije i fosforilacije Akt na Ser473, ekspresije i fosforilacije na 
ERK1/2 Thr202/Tyr204, kao i povećanja fosforilacije NFκB-p65 na Ser536, ekspresije 
subjedinica p85 i p110 PI3K i fosforilacije Akt na Thr308 u limfocitima, i 
7. povećanja ekspresije IGFBP-1 u serumu. 
 
Dobijeni i prikazani rezultati pokazuju da terapija HBK smanjuje koncentraciju 
parametara metabolizma glukoze i masti, kao i markera inflamacije u krvi pacijenata sa 
IDDM, čime ostvaruje povoljne efekte na obolele od IDDM. Terapija HBK ostvaruje 
antiinflamatorne i antiaterogene efekte mehanizmom koji uključuje smanjenje nivoa 
stearinske, linolne kiselina i α-linoleinske kiselina, kao i povećanje nivoa palmitinske, 
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palmitoleinske, dokozapentaenoinske i dokozaheksaenoinske kiseline u plazmi. 
Antiinflamatornom svojstvu HBK doprinosi inhibicija aktivnosti NFκB-p65, smanjenje 
ekspresije i aktivnosti iNOS, posredstvom delimične aktivacije Akt i smanjene aktivacije 
ERK1/2 u limfocitima pacijenata sa IDDM. Na osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti 
da terapija HBK ima značajno antiinflamatorno i antiaterogeno dejstvo na obolele od IDDM, 
i da na taj način posredno doprinesi dodatnom smanjenju vaskularnih komplikacija. 
Istraživanja ove doktorske disertacije predstavljaju značajan doprinos razumevanju 
molekulskih mehanizama kojima terapija HBK utiče na promenu nivoa i sastava MK u 
plazmi, i regulaciju ekspresije i aktivnosti iNOS u limfocitima pacijenata sa IDDM, što je od 
izuzetne važnosti za razvoj efikasnijih strategija u lečenju vaskularnih komplikacija kod 
pacijenata sa IDDM.  
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